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1. INTRODUCCIÓN

hitroducción
1.1. TAXONOMÍA DEL GÉNERO eti/us
Los mejillones del género Mytilus (familia Mytilidae. Rafinesque 1815) se caracterizan por
presentar dos valvas de contorno triangular-subcuadrangular de color negro-violáceo, hinchadas
y puntiagudas en la parte anterior y redondeadas en la parte posterior, alcanzando los individuos
adultos una longitud de hasta 40 centímetros. El color del interior de las valvas varía del gris-
azulado al violeta y entre ellas asoma el biso, mediante el cual se fijan a las rocas u otros
sustratos. En los mitílidos el músculo aductor anterior es pequeño y el posterior muy grande y
presentan dientes muy pequeños situados cerca del vértice. El género Mytilus se diferencia de
otros de la misma familia, como Perna y Choromytilus, por la presencia de varios dientes
bisagra. de un músculo aductor anterior, por la impresión del músculo retractor del pie y por la
forma del borde del manto (Gosling, 1992a).
La familia Mytilidae tiene su origen en el Devónico reciente. hace 350 millones de arios.
directamente a partir de un linaje de la familia Modiolopsidae del Ordovícico (Soot-Ryen. 1955).
El género se originó, posiblemente, durante el Jurásico reciente (Cox et al., 1969), no
encontrándose registros fósiles de Mytilus spp. anteriores al Plioceno (Soot-Ryen. 1955; Cox et
al., 1969), y considerándose M edulis la forma ancestral (Soot-Ryen, 1955; Bernard, 1983:
Seed, 1990). La especiación más reciente corresponde a M galloprovincialis. la cual habría
ocurrido hace 1-2 millones de años durante la glaciación del Pleistoceno (Barsotti & Meluzzi,
1968). Por otra parte. Vermeij (1991) propuso la hipótesis de que M. edulis y M. trossulus
invadieron el Atlántico desde el Pacífico cuando el estrecho de Bering se abrió, hace
aproximadamente 3.5 millones de arios, no divergiendo morfológicamente las poblaciones del
Atlántico y del Pacífico hasta el punto de poder discriminar entre estas especies (Vermeij, 1991).
Linne (1758) dio una interpretación muy amplia del género, incluyendo en él unas 22
especies de géneros muy distintos, como Ostrea, Anadonta o Hiatella, junto con las verdaderas
especies de mejillón. Posteriormente, se han hecho numerosas revisiones de los mitílidos, entre
las que destacan las de Jukes-Brown (1905), Lamy (1936), Dodge (1952) y Soot-Ryen (1969).
Lamy (1936), basándose en criterios morfológicos, reconoció las siguientes especies de
mejillón: Mytilus edulis, Linne 1758, de latitudes templadas del Norte; M galloprovincialis,
Lamarck 1819, del Mar Mediterráneo; M trossulus, Gould 1850, de la costa pacífica de Norte
América; M chilensis. Hupé 1864, de Chile; M platensis, d'Orbygny 1846. de Argentina; M
planulatus, Lamarck 1819, de Australia y M desolationis, Lamy 1936 (= M kerguelensis,
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Fletcher). de las Islas Kerguelen en el Sur del Océano Índico (TABLA I). Soot-Ryen (1955).
analizando también la morfología de la concha, reconoció como especies distintas M coruscus,
Gould 1861 (= Al crassitesta, Lischke 1868). de Japón y China. y Al. califarnianus, Conrad
1837, de la costa pacífica de Norte América. aunque considera la mayoría de las especies
descritas por Lamy como Al edulis.
TABLA
Especies del G. Mytilus
Lamy (1936) Soot-Ryen (1955) McDonald et al. (1991) Gosling (1992b)
Al edulis
Al ethilis
Al edulis
Al. edulisAl. platellSis
Al. chilensis
M. tlesolationis Al. e. desolationis
M galloprovincialis
Al. galloprarnicialis Al e. galloprovincialis
Al. planulatus
Al trossulus Al. trossulu.s' Al e. trossulus
Al ca/ifinwianus Al. californianus Al califOrnianus
Al coruscus Al. cOrUSCus Al. coruscus
En un principio, la separación entre Al edulis y M galloprovincialis se basó
principalmente en la morfología de la concha. Actualmente, se ha aceptado que. de las cinco o
seis características morfológicas utilizadas para separar Al. edulis y Al. galloprovincialis, la
forma de la concha es la menos precisa, ya que la plasticidad de dicho carácter da lugar a
diferencias entre muestras de distintas localidades que no son constantes ni adecuadas para la
identificación de especies individuales (Seed, 1972, 1974; Gosling, 1984; Beaumont et al.,
1989). De las características internas de la concha, la longitud de la impresión del músculo
aductor anterior y de la charnela, se han considerado como las dos más fiables y han sido
utilizadas por varios autores para separar estas dos especies de mejillón. En la mayoría de los
estudios (Lewis & Seed. 1969; Seed, 1978; Wilkins et al., 1983; Grant & Cherry, 1985; Lee &
Morton, 1985) estos caracteres se consideraron por separado, pero Verduin (1979) y Sanjuan et
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al. (1990) consiguieron una separación más efectiva al combinarlos en un único índice
taxonómico.
Posteriormente, McDonald et al. (1991), utilizaron el análisis discriminante de 18
caracteres morfométricos diferentes en muestras de distintas localidades de los hemisferios Norte
y Sur. El análisis reveló tres clusters o grupos de individuos distintos en el hemisferio Norte,
correspondientes a Al. edulis, Al galloprovincialis y Al trossulus. En el hemisferio Sur, donde
Al trosS ulus no se ha identificado, las muestras de Al edulis resultaron ser morfológicamente
intermedias entre M edulis y Al trossulus del hemisferio Norte. Sin embargo, Al.
galloprovincialis de ambos hemisferios eran morfológicamente similares. En base a sus
resultados, estos autores sugirieron que los mejillones del Sur de América, Al chilensis y Al
platensis, y los de las Islas Kerguelen, M desolationis, se podrían considerar Al edulis y los
mejillones de Nueva Zelanda, Al aotecmus, y de Australia, Al. planulatus, se considerarían M.
galloprovincialis (TABLA e.
Gosling (1992b), basándose en las distancias de Nei (Nei, 1972) y las distancias
euclidianas (Rogers, 1986), considera a Al. edulis, Al galloprovincialis y Al trossulus
subespecies dentro del género Mytilus (TABLA P. Por este motivo, a estos tres tipos de mejillón
se les incluye dentro del "complejo Al edulis".
Las especies Al califivnianus (Soot-Ryen, 1955) y Al coruscus (Kira, 1962) se identifican
fácilmente por la presencia de nervios radiales en la concha. Aunque, Vermeij (1989) observó
que los nervios de Al californianos son menos prominentes en las muestras de las Islas
Aleutianas que en aquellas más suretias, y sugiere que Al californianos y Al coruscus pueden
ser una única especie.
Teniendo en cuenta todos estos estudios, la distribución geográfica de las diferentes
especies de mejillones pertenecientes al género Mytilus es la que se muestra en la FIGURA 1. En
ella puede apreciarse que, en aquellas zonas donde coexisten Al edidis con Al galloprovincictlis,
edulis con Al trossulus ó Al. galloprovincialis con Al trossulus se detecta la existencia de
individuos híbridos. Los mejillones presentan un patrón de distribución antitropical, de forma
que los taxones próximamente relacionados se encuentran en las zonas templadas de los
hemisferios Norte y Sur, pero están ausentes en los trópicos (I-Elbish et al., 2000).
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FIGURA 1. Distribución mundial de diferentes formas de Mytilus
E Ad. galloprovincialis
L=1 Æ1 edulis	 El]	 galloprovincialis -M. edulis
3 M trossulus	 3 Ad trossulus - edulis
californianus	 3 Ad trossulus - M.galloprovincialis
3 Ad desolationis
Distribución basada en datos de Seed, 1976; Skibinski & Beardmore, 1979; Scarlato, 1981; Skibinski et al., 1983;
Wilkins et al., 1983; Gosling, 1984; Koehn et al., 1984; Grant & Cherry, 1985; Lee & Morton, 1985; Suchanek,
1985; Bulnheim & Gosling, 1988; McDonald & Koehn, 1988; Varvio et al., 1988; Beaumont et al., 1989;
McDonald et al., 1990, 1991; Sanjuan et al., 1990; Koehn, 1991; Väinölä & Hvilsom, 1991; Gosling, 1992a, b;
Seed, 1992; Sanjuan et aL, 1994.
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1.2. CARACTERÍSTICAS CITOGENETICAS DEL GÉNERO Mytilus
El estudio de las características citogenéticas de una especie constituye el nivel básico de
conocimiento para iniciar el análisis detallado de su genoma. La aplicación de diferentes técnicas
ha aportado información sobre la genética del género Mytth,ts, contribuyendo a clarificar
parcialmente el status taxonómico del mismo.
Uno de los primeros parámetros a determinar es el Valor-C (Swift, 1950), también
denominado Tamaño de Genoma (Hinegardner, 1976), que se define como la cantidad total de
ADN que constituye el genoma haploide de una especie. Los análisis cuantitativos del material
hereditario han demostrado la ausencia de correlación entre la cantidad de ADN total que poseen
los organismos eucariotas y su grado de complejidad estructural y funcional. Esta variación
existe incluso entre especies muy relacionadas filogenéticamente (Hinegardner, 1976; Bennett &
Smith, 1976). Así, especies del mismo género que presentan el mismo número de cromosomas,
pueden mostrar importantes diferencias en el contenido de ADN. Esta observación es la base de
lo que se conoce como la "Paradoja del Valor-C".
Los primeros análisis del contenido de ADN en el género Mytihts fueron realizados por
Hinegardner (1974), quién estimó el valor C de las especies M edults y Ad. califbrnianus en 1.60
y 1.90pg respectivamente. En 1994, leyama et al. estimaron el contenido de ADN de M
galloprovincialis y de M COPUSCUS en 1.35 y 1.90pg, respectivamente. Posteriormente, mediante
la utilización de técnicas más exactas, como la cuantificación nuclear por citometría de flujo y el
análisis de imagen, Rodríguez-Juíz et al. (1996) obtuvieron unos valores de 1.92pg para M
galloprovincialis y de 1.71pg para M edulis y González-Tizón et al. (2000), obtuvieron unos
valores de 1.51pg para M trossidus y de 1.61pg para M. cahfornianus.
Otra de las características cariotípicas básicas es la determinación del número y de la
morfología de los cromosomas. Todas las especies de Mytilus analizadas hasta el momento
poseen un complemento diploide 2n = 28, pero difieren en la morfología cromosómica. Como
puede observarse en la TABLA II, el número de pares cromosómicos metacéntricos (m) es poco
variable, mientras que el número de submetacéntricos (sm) y de subtelocéntricos (st) muestra
diferencias a nivel intraespecífico e incluso intrapoblacional (Martínez-Lage et al., 1996). No
hay evidencias de cromosomas sexuales en este género, ni en ninguna otra especie de bivalvo
(Dixon & McFadzen, 1987; Gosling, 1992b).
sm/st
	
8	 9
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TABLA
Cariotipos de Mytilus spp.
M edulis	 M. gullopro pincialis	 M. trossúlú s M. ealifornianir.—desola(ionis
„
0A.
	
MM	 Oil IVII 0 P 1 III 01)	 /	 01
(1),(2),(3),(4),(5) (2),(4),(5) (3),(5) (5),() ' (4),( 5 	(7)	 (7)	 (2)
iii	 6	 6	 6	 6	 7	 7	 6
OA = Océano Atlántico; MM = Mar Mediterráneo; MB = Mar Báltico; OP = Océano Pacífico; 01 = Océano
Índico; m = pares cromosómicos metacéntricos; sm/st = pares cromosómicos submeta/subtelocéntricos; (1) =
Moynihan & Mahon, 1983; (2) = Thiriot-Quiévreux, 1984; (3) = Dixon & Flavell, 1986; (4) = lnsua al., 1994;
(5) = Martínez-Lage et al., 1996; (6) = Pasantes et al., 1990; (7) = Martínez -Lage
 el al., 1997.
Los métodos de inducción de bandas cromosómicas en distintas especies del género
Mytilus han puesto de manifiesto la escasa cantidad de heterocromatina. 	 edulis,
galloprovincialis y M. trossulz,ts soll las únicas especies en las que se han localizado bandas C
(Dixon el al., 1986; Dixon	 McFadzen, 1987; Martínez-Lage et al., 1994, 1995) y regiones
ricas en pares de base G+C (Martínez-Lage et al., 1994, 1995).
Sin embargo, existe un mayor número de estudios sobre la localización de los loci
ribosomales mayores (18S, 5.8S y 28S). Así, mediante técnicas de tinción de los NORs con
nitrato de plata (Ag-NORs) y/o mediante hibridación in situ -fluorescente (FISH) se han
determinado las posiciones de los loci ribosomales en M edulis, M galloprovincialis, M.
trossulus y M. ealifbrnianus. Estos loci se localizan mayoritariamente en posición telomérica en
cromosomas metacéntricos y submeta-subtelocéntricos, variando su número de 4 a 6 y siguiendo
su distribución un patrón especie-específico (TABLA III).
ESPECIE	 N° DE LOCI	 POSICIÓN
	 C ROMOSOM	
AUTORES
M edulis	 4	 Terminal, brazo largo 	 6 7
M galloproVincialis	 4	 Terminal , brazo largo	 6 y 7
Terminal, brazo largo	 6 y 7
M. trossulus *	 6
Terminal, brazo corto 	 8
M trossulus **	 6	 Terminal, brazo corto 	 3, 7 y 9
M ealifi n-fliartus	 6	 Terminal , brazo corto	 3, 5 y 12
(1). (2), (4) y (8)
(2). ( 3 ). ( 4 ), (5). (7) y (8 )
(2) y (4)
littrmlituci(itt
TABLA III
Distribución de loci ribosomales en Mytilus spp.
* = población de la costa alemana del Mar Báltico, ** = población de la costa pacífica canadiense
(1) Dixon et al., 1986; (2) Insua et al., 1994; (3) Martínez-Expósito et al., 1994; (4) Martínez-Laue et al
1995; (5) Martínez-Expósito et al., 1997; (6) Martínez-Lage et al., 1997; (7) Insua	 Méndez, 1998; (8)
Ríos, 1998: (9) González-Tizón et al., 2000.
En M galloprovincialis Méndez et al. (1990) describieron un patrón de bandas inducido
por 2xSSC y Martínez-Lage et al. (1994) indujeron un patrón de bandas G. mediante tratamiento
con tripsina. La inducción de bandas R y bandas Q, sólo se ensayó en M. galloprovincialis, pero
los resultados no fueron satisfactorios, ya que la calidad y reproducibilidad de dichas bandas era
muy baja (Martínez-Lage et al., 1994). Por otra parte el conocimiento del ciclo celular en M.
edulis y M galloprovincialis permitió realizar estudios de inducción de intercambios entre
cromátidas hermanas (Dixon & Clark, 1982; Dixon, 1983; Martínez-Expósito et al., 1994), así
como inducir bandas de replicación mediante el empleo de la BrdU (Martínez-Expósito el al.,
1994).
Finalmente el empleo combinado del bandeo C. tinción con los fluorocromos cromomicina
A; y DAPI. inducción de Ag-NORs y digestión de cromosomas con endonucleasas de restricción
permitieron describir diferentes tipos de heterocromatina en M. edulis, M galloprovincialis y M
trossulus (Martínez-Lage et al., 1994, 1995).
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1.3. ESTUDIOS MOLECULARES EN EL GÉNERO Myti/us
Los caracteres alozímicos se han utilizado para clarificar la compleja taxonomía del género
Mytilus. A pesar del gran número de enzimas potencialmente disponibles. prácticamente sólo
unas pocas presentan niveles de variación suficientemente altos para ser de valor taxonómico
significativo (Ahmad et al., 1977). Los primeros estudios sobre el complejo M.
galloprovincialis-M edulis (Gosling, 1984) utilizaron combinaciones de seis loci: esterasa-D
(Est-D). leucina aminopeptidasa (Lap-1), glucosa-6-fosfato isomerasa (Gpi), aminopeptidasa
(Ap), peptidasa-2 (Lap-2) y fosfo glucomutasa (Pgm). Posteriormente. octanol deshidrogenasa
(Odh) y manosa-6-fosfato isomerasa (Mpi) se incorporaron al conjunto de enzimas utilizadas
para diferenciar estos mejillones (Skibinski. 1983; Grant & Cherry, 1985; Varvio et al.. 1988;
McDonald & Koehn, 1988).
Del análisis de genotipos de un único locus para discriminar entre especies del "complejo
edulis" surgieron resultados controvertidos. Así, Varvio et al. (1988) consideran al locas Mpi
casi diagnóstico para diferenciar M edulis y M galloprovincialis. Igualmente. McDonald &
Koehn (1988) encontraron que dicho locas era diagnóstico en casi todas las poblaciones
alopátricas de Mvtilus que analizaron y sugieren que una combinación de otros loci con grandes
diferencias en las frecuencias alélicas podría ser efectiva para discriminar entre diferentes taxa.
Sin embargo. cuando este mismo locas (Mpi) se empleó para diferenciar otras poblaciones de M
edulis y M galloprovincialis, su carácter diagnóstico resultó más pobre (Beaumont et al.. 1989;
Gosling, 1992b). Sanjuan et al. (1990) utilizaron una combinación de 4 loci alozímicos
encontrando que la probabilidad de error en la clasificación era extremadamente baja (1.5x10-7)
y que el 99% de todos los mejillones individuales en sus muestras podrían denominarse
correctamente utilizando únicamente el genotipo Est-D. En este sentido hay que tener en cuenta
que las variaciones en el genotipo. en una escala local o geográfica. pueden reflejar patrones
diferenciales de selección ambiental más que "hackgrounds" evolutivos (Murdock et al.. 1975:
Koehn et al., 1980; Gartner-Kepkay et al., 1983; Johannesson el al., 1990; Tedengren et al.,
1990). Asimismo, la pérdida del poder diagnóstico entre especies de la misma localidad puede
explicarse teniendo en cuenta que la hibridación puede ser considerable y que ciertos loci
enzimáticos pueden estar sujetos a la selección local (Gartner-Kepkay et al.. 1980, 1983). Por
estos motivos, Koehn (1991) y McDonald et al. (1991) realizaron un análisis discriminante para
intentar diferenciar un gran número de poblaciones distribuidas por todo el mundo. Los
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resultados obtenidos les permitieron establecer variables canónicas útiles para "diferenciar
-
 entre
M.	 Al. galloprovincialis y M. trossulus.
Los estudios alozímicos permitieron detectar el déficit de heterocigotos. el cual es un
fenómeno común en bivalvos marinos y está bien documentado desde principios de los años 70
(para referencias ver Zouros & Foltz, 1984a; Volkaert & Zouros, 1989; Beaumont. 1991). En
bivalvos, diversos estudios han demostrado la existencia de una relación positiva entre
heterocigosidad. para un número pequeño de loci polimórficos. y eficacia biológica. para
caracteres como el crecimiento, la fertilidad y la viabilidad, en especies de bivalvos (Siria &
Zouros, 1978; Garton et al., 1984; Koehn & Gaffney. 1984; Rodhouse & Gaffney, 1984; Koehn
et al., 1988: Zouros et al., 1988; Volkaert & Zouros, 1989). Zouros & Foltz (1984a) propusieron
varias hipótesis para explicar los déficits de heterocigotos en poblaciones de bivalvos. Algunas
implican modelos selectivos, mientras que otras incluyen factores tales como la endogamia. el
efecto Wahlund, los alelos nulos y la aneuploidía. Cualquiera podría ser responsable de las
desviaciones persistentes del equilibrio Hardy-Weinberg observado en poblaciones de mejillón
(Zouros & Foltz, 1984a, b; Singh & Green, 1984).
Los análisis moleculares de diferentes regiones del ADN, tanto nuclear como extranuclear,
han aportado nuevos datos al conocimiento del genoma de mejillón. De las tres fracciones del
ADN nuclear, el ADN de copia única o bajo número de copias está constituido por la fracción de
ADN que renaturaliza lentamente. Es difícil distinguir entre secuencias presentes en una sola
copia de las que lo están en 2 ó 3 copias, por lo que al referirse a ADN de copia única, se habla
de ADN presente en una o pocas copias (hasta 10) por genoma haploide. Una parte de este ADN
está constituido por genes que se expresan para dar proteínas y otra por secuencias con funciones
reguladoras o desconocidas.
En el género Mytilus, los trabajos existentes sobre secuencias de bajo número de copia son
los realizados en los genes que codifican para las proteínas protanzine-like esperma-específicas
(Ausió, 1992; Carlos et al., 1993), la proteína polifenólica adhesiva del biso (Filpula et al., 1990;
Inoue et al., 1995a, 1995b, 1996, 2000) y la actina (Mitta et al., 2000); así como, estudios de
caracterización de especies y poblaciones mediante la aplicación de la reacción en cadena de la
polimerasa (PCR) a los genes de las proiamine-like (Heath et al., 1995; 1996), de la proteína
polifenólica adhesiva (Inoue et al., 1995c, 1997; Rawson et al., 1996), de la calmodulina (COrte-
Real et al., 1994a) y de la actina (Ohresser et al., 1997; Daguin & Borsa. 1999).
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Las proteínas protamine-like (PL) son un grupo de proteínas nucleares básicas de los
espermatozoides (Subirana, 1983; Ausió. 1995), estructuralmente muy heterogéneo. aunque
exhiben un enorme parecido en su composición de aminoácidos (Ausió. 1986), lo cual en
principio parece indicar que todas ellas pueden estar relacionadas entre sí. A diferencia de las
histonas y al igual que las protaminas. las proteínas PL varían entre especies (Zalensky &
Zalenskaya, 1980; Ausió & Subirana, 1982a; Ausió, 1988; Mogensen et al.. 1991; Ausió, 1992:
Galinod et al.. 1992). Algunos autores han sugerido que estas proteínas PL representan la
evolución intermedia entre las histonas más primitivas y las protaminas derivadas (Ausiö &
Subirana, 1982a; Martín-Ponthieu eta!., 1991; Saperas et al., 1992. 1994. 1997; Roccini et al.,
1996). En el esperma de las especies de Mytilus se han identificado tres proteínas PL (PL-II. PL-
III y PL-IV) que constituyen aproximadamente el 80% del complemento proteico. junto con un
pequeño componente de proteínas histonas (Ausió, 1992; Carlos et al.. 1993). De todas ellas. la
PL- ITT (también denominada PHI-1 o "91") constituye el 70% de la dotación de proteínas
básicas de los espermatozoides de Mytilus (Ausió & Subirana. 1982b).
Heath et al. (1995, 1996) desarrollaron dos marcadores, mediante amplificación por PCR,
basados en polimorfismos de longitud de los fragmentos de restricción (RFLPs). Uno de estos
marcadores consiste en la amplificación de la fracción codificante PLIIa de la proteína
protamine-like esperma-específica PLII a partir de un ADNc obtenido por Carlos et al. (1993).
Los resultados obtenidos fueron 100% diagnósticos en la diferenciación entre M trossulus de la
costa pacífica (Oregón) y M edulis (Delaware)-M galloprovincialis (California) (Heath et al.,
1995). En un artículo posterior, estos autores describieron otro marcador mediante la
amplificación por PCR de la proteína protamine-like esperma-específica PHI-1 (PL-III o "(p 1 -) a
partir de un ADNc obtenido por Ruíz-Lara et al. (1993), que resultó ser diagnóstico para
diferenciar poblaciones americanas de M caltfOrnianus del resto de especies de Mytilus (Heath
et al., 1996).
Recientemente. Heath e Hilbish (1998) realizaron un estudio para determinar la secuencia
y estructura del gen de la PL- ITT en cuatro especies del G. Mytilus: M eduli.s . , M.
galloprovincialis, M trossulus y M californianus. La secuencia resultó ser extremadamente
variable, no sólo a nivel interespecífico sino también a nivel intraespecífico, e incluso
intrapoblacional; siendo la secuencia de M caltf Ornianus la más divergente.
La proteína polifenólica adhesiva del biso se produce en la glándula endocrina del pie y
es un componente importante en la sujeción al sustrato (Waite, 1992). Se han descrito cuatro
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tipos de proteínas polifenólicas adhesivas del biso, denominadas proteínas del pie -1-4", que
tienen como característica principal la incorporación de 3.4-dihidroxifenilalanina (dopa) en sus
estructuras primarias (Papov eta!., 1995).
La estructura primaria completa de la proteína del pie 1 sólo se ha determinado en Al'.
edulis, M galloprovincialis y M coruscus (Filpula et al., 1990; Laursen. 1992: Inoue & Odo.
1994; Inoue et al., 1995a, b, 1996) y consta de un dominio repetitivo largo y un dominio no
repetitivo relativamente corto, que difieren entre especies. En M edulis el dominio repetitivo
contiene más de 70 motivos de repetición decapeptídicos y 13 ó 14 motivos de repetición
hexapeptídicos, pero el número y el patrón de distribución de estos motivos son variables incluso
dentro de la misma especie (Filpula et al., 1990; Laursen. 1992). Sin embargo. en M.
galloprovincialis contiene 62 repeticiones del motivo decapeptídico y ningún motivo
hexapeptidico (Inoue & Odo, 1994); además, el dominio no repetitivo difiere del de M edulis
una deleción de 18 aminoácidos en su secuencia (Inoue et al., 1995a).
La secuenciación de diferentes regiones de la proteína polifenólica adhesiva del pie 1 ha
mostrado la existencia de variaciones interespecíficas en las especies pertenecientes al "complejo
M edulis" (Inoue el al., 1995c, 1996). Estos autores diferenciaron Al. galloprovincialis (Japón),
M edulis (Delaware) y M. trossulus (Alaska). basándose en la secuencia de la región no
repetitiva de la proteína polifenólica (NRPP); mientras que la amplificación de la región
repetitiva de esta proteína solo diferencia Al. eduli.s• de Al. galloprovincialis y Al. Irossulus.
Además analizan diferentes poblaciones de Japón donde se supone que M galloprovincialis fue
introducido desde Europa después de 1935 (Wilkins eta!., 1983), encontrando que efectivamente
M galloprovincialis y M trossulus coexisten en muchas de las poblaciones japonesas llegando a
existir híbridos entre las dos especies (Inoue et al.. 1997).
Aproximadamente, los últimos 875 residuos aminoacídicos de la proteína del pie 1, están
codificados por un único "exón gigante" de -2.5kb y, principalmente, están organizados en
repeticiones decapeptídicas en tándem (Filpula et al., 1990). Rawson et al. (1996) analizaron dos
nuevos marcadores obtenidos mediante la amplificación por PCR de regiones específicas en los
extremos 5' y 3' del exón gigante. Estos autores denominaron al gen que codifica la proteína
polifenólica adhesiva como gen Glu. Uno de estos marcadores, el Glu-5', discrimina las tres
especies de mejillón del "complejo M edulis"; mientras el segundo, Glu-3', sólo permite
diferenciar Al.. edulis y Al. galloprovincialis.
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La secuencia de aminoácidos de la proteína del pie 2 se ha determinado en Al
galloprovincialis y M. coruscus (Inoue et al.. 1995a; Inoue et al.. 2000). Ambas secuencias
presentan una homología del 82.7% y la estructura básica. incluyendo el número y los motivos
de repetición. está altamente conservada (Inoue et al., 2000).
La calmodulina (CaM) es una importante proteína reguladora implicada en gran variedad
de procesos celulares mediados por Ca+2 . Cuando está activada por la unión al Ca r-2 . la
calmodulina es capaz de interaccionar con numerosas proteínas intracelulares, las cuales, a su
vez, activan y regulan numerosos procesos. tales como la contracción muscular y la actividad
citoesquelética (Klee & Vanaman. 1982; Weinstein & Mehler. 1994). El gen de la calmodulina
está muy conservado, se encuentra muy distribuido filogenéticamente y posee las posiciones de
los intrones muy conservadas (Nojima & Sokabe, 1989). En ciertas especies, como en insectos y
gasterópodos, la calmodulina presenta una única copia (Doyle et al.. 1990: Swanson et al..
1990), en otras como en la trucha (Hardy et al.. 1988) y el mejillón (Córte-Real et al.. 1994a)
presenta dos copias y en vertebrados (Nojima, 1989) presentan tres copias y algunos
pseudo Llenes.
Córte-Real et al. (1994a, b) analizaron el intrön 3 de un gen de la calmodulina (CaM1) en
larvas e individuos adultos de diferentes poblaciones naturales de mejillón de las Islas Británicas
(M edulis) y de la laguna de Venecia (M galloprovincialis) y encontraron que este marcador es
polimórfico en poblaciones híbridas de M. edulis y M. galloprovinciali.s. . En los estudios con
larvas, observaron ciertas desviaciones de los genotipos esperados en herencia mendeliana que
atribuyen a la existencia, en algunos casos, de larvas aneuploides, pero mayoritariamente a una
selección en algún locus ligado al de la calmodulina. Sin embargo, en estudios posteriores no se
observaron diferencias significativas en cuanto a la descendencia observada y esperada en
cruzamientos de mejillón (Del Río-Portilla et al., 1997).
Las actinas son proteínas contráctiles y estructurales altamente conservadas, que se
encuentran prácticamente en todas las células eucariotas, y desempeñan un papel no sólo en la
movilidad, sino también en la determinación de la forma celular y la citoquinesis (Korn, 1978).
En vertebrados superiores, se han observado varias isoformas, divididas en actinas
citoplasmáticas (clase I) y musculares (clase II) (Rubenstein, 1990). En invertebrados, la mayoría
de las actinas parecen ser de clase II (Lamers et al.. 1998).
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Ohresser et al. (1997) mediante la amplificación del intrón 1 del gen de la actina. detectan
un polimorfismo en los individuos de las poblaciones analizadas que no les permite diferenciar
entre M edulis (de Boyardville. Oeste de Francia) y M galloprovincialis (de Séte. Sur de
Francia). Sin embargo, sí detectan un déficit de heterocigotos en una población de M
galloprovincialis (Polzeath Bay, Suroeste de Inglaterra) con respecto a las frecuencias Hardy-
Weinberg, al igual que se había observado mediante el estudio de loci alozímicos (Zouros &
Foltz. 1984b: Koehn. 1991; McDonald et al., 1991: Gosling, 1992b; Gaffney, 1994) y de
marcadores moleculares (Karl & Avise, 1993).
Daguin & Borsa (1999), realizaron un análisis genético de poblaciones de Mylilus de la
costa Noroeste de África. utilizando como marcador el polimorfismo de longitud del locus mac-1
del intrón 1 del gen de la actina (Ohresser el al., 1997). Estos autores caracterizaron los
mejillones africanos como M galloprovincialis, mediante la comparación de dichas poblaciones
con poblaciones de referencia de M galloprovincialis (Mediterráneo Oeste y Atlántico de
Portugal) y de M edulis (Dinamarca y Polzeath Bay).
Otra fracción del genoma eucariota está constituida por el ADN moderadamente repetido,
el cual corresponde a la fracción de ADN con una velocidad de reasociación intermedia y con un
número que puede variar desde 10 a 10 4
 copias por genoma haploide. Esta fracción incluye.
normalmente como componente minoritario, aquellos genes o familias génicas que se presentan
en el genoma con un número elevado de copias (ARNr, ARNt. histonas). El componente
mayoritario está constituido por secuencias de longitud variable y función desconocida, dispersas
por el genoma entre otras secuencias no repetidas.
En moluscos bivalvos se han realizado varios estudios utilizando secuencias del ADNr 18S
(Rice et al., 1993; Kenchington et al., 1994, 1995; Winnepenninckx et al., 1994. 1996; Steiner &
Müller, 1996; Adamkewicz et al., 1997) para establecer relaciones filogenéticas entre diferentes
especies. Sin embargo. la
 comparación de secuencias y reconstrucción filogenética produce
resultados confusos en algunos casos, debido a que el número de secuencias disponibles resulta
insuficiente, considerando la diversidad de los bivalvos, y, al mismo tiempo, conlleva un escaso
conocimiento de la variación de la tasa de sustitución. Los resultados obtenidos por Kenchington
et al. (1995) sugieren que M edulis y M galloprovincialis se separaron durante el Oligoceno, e
incluso utilizando tasas de mutación más elevadas, corno las correspondientes al ADNr 16S, las
especies del "complejo M edulis" tendrían entre 10 y 20 millones de arios, y la separación de
éstas se habría producido durante el Mioceno.
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Heath et al. (1995) desarrollaron un marcador mediante amplificación por PCR de la
región espaciadora transcrita interna (ITS) comprendida entre los genes del ADNr 18S y 28S.
Basándose en los polimorfismos de longitud de los fragmentos de restricción (RFLP). estos
autores diferencian Al trossulus de Al edulis y Al galloprovincialis. En un trabajo posterior.
Heath et al. (1996) distinguen Al califirnianos de las especies del "complejo Al edulis-.
mediante la amplificación y digestión de dicha región.
Las histonas son proteínas muy básicas involucradas en el empaquetamiento del ADN en
los cromosomas eucariotas. así como en papeles de carácter funcional. Constituyen un grupo de
proteínas estructuralmente bastante homogéneo y evolutivamente muy conservado (Isenberg.
1978). a excepción de las histonas de la familia Hl que presentan un grado considerable de
variación evolutiva. Se encuentran presentes en los complejos cromatínicos de las células
somáticas de los organismos eucariotas y en el caso de las histonas octaméricas (H2A. I-12B. 1-13
y H4) son las responsables de la organización nucleosomal de la cromatina, mientras los
miembros de la familia Hl participan en niveles superiores de organización en la libra de
cromatina (Marzluff. 1986).
Drabent et al. (1999). realizaron el primer estudio de caracterización de la histona Hl en
Al edulis y sugieren que los genes de esta clase de histonas se agrupan de forma repetitiva y en
tándem, de manera independiente a la de las histonas del core nucleosomal. y con al menos 100
copias por genoma haploide. Anteriormente se había descrito una proteína tipo Hl (Hl-like) en
esperma maduro de Al califOrnianus, existiendo similitud entre su secuencia y la consenso para
el dominio central de Hl (Jutglar et al., 1991; Ausió, 1999).
Una de las fracciones del genoma eucariota más estudiadas es el ADN altamente repetido
que está constituido por la fracción de ADN que más rápidamente renaturaliza y, por lo general,
consta de secuencias cortas que se repiten muchos miles de veces (en un número de copias
superior a 10 4). Las secuencias de ADN altamente repetido ordenadas de manera reiterada en
tándem, se conocen como ADN satélite (Singer, 1982; Beridze. 1986) y, generalmente, están
asociadas con la heterocromatina constitutiva localizada en las regiones centromérica y
telomérica de los cromosomas (Brutlag, 1980). Por otro lado, las secuencias de ADN altamente
repetitivo no organizadas en tándem se localizan en intrones (secuencias intercalares),
flanqueando regiones génicas. formando parte de genes no codificantes o pseudogenes o de
genes en copias múltiples, y se clasifican, según el tamaño de la unidad de repetición, en: SINEs,
secuencias repetitivas dispersas cortas. y LINEs, secuencias repetitivas dispersas largas.
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La longitud de las unidades de repetición de un ADN satélite puede ser tan corta como la
que distingue a los micro- y minisatélites (2-5pb y 10-100pb, respectivamente), o sobrepasar las
2kb (Miklos & Gil!. 1982), como ocurre en los satélites de bovinos, algunos con una unidad
repetitiva de hasta 2600pb (Singer, 1982). Sin embargo. el tamaño medio de los monómeros de
ADN satélite suele oscilar entre 100 y 300pb. A diferencia de los micro- y los minisatélites. estas
secuencias se organizan como grandes clusters, de hasta 100Mb, en las regiones
heterocromatínicas de los cromosomas y, aparentemente. no son tan variables en el tamaño de
repetición dentro de poblaciones (Charlesworth et al., 1994).
La proporción de ADN satélite en el genoma, varía enormemente cuando se comparan
especies distintas, oscilando el contenido del mismo por genoma entre 1% y 60% (McGregor &
Sessions. 1986), incluso si se comparan dos especies íntimamente emparentadas (Li & Graur.
1991). En cuanto a la variabilidad a nivel de secuencia. hay que distinguir entre variabilidad
intraespecífica e interespecífica. La variabilidad entre las secuencias de una familia de ADN
satélite dentro de una especie es, generalmente. del 15% (Singer, 1982; Ruíz-Lara et al.. 1992).
Si bien cada familia de ADN satélite tiene una unidad monomérica perfectamente definida,
cuando se analizan sus secuencias se pueden detectar periodicidades internas, reflejo de la
evolución de ese ADN satélite. Estas periodicidades consisten en repeticiones directas o
inversas; por ejemplo, el ADN satélite menor centromérico de Mus musculus, está formado por
monómeros de 234pb. Sin embargo, cuando se analiza su secuencia se puede observar que la
longitud actual de las unidades monomericas se ha originado a partir de ciclos alternantes de
mutación y amplificación de un nonanucleótido (Hörz & Altenburger, 1981).
La mayoría de los ADN satélites están restringidos a un grupo o a unos pocos grupos de
especies relacionadas, lo cual implica que pueden tener un origen evolutivo relativamente
reciente (Singer, 1982). A menudo, muestran cambios rápidos entre las especies, incluso entre
especies emparentadas, pudiendo perderse o aparecer nuevas familias de ADN satélite en un
período de tiempo relativamente corto (Miklos, 1985). Así, existen ADN satélites especie-
específicos (Fannin2 et al., 1989; Bachmann et al., 1994) y ADN satélites género-específicos
(Van den Busche et al., 1993; Wijers et al., 1993). Sin embargo, otros ADN satélites muestran
un mayor grado de conservación, siendo comunes a una familia completa, como el ADN satélite
de la familia Cehiclae (Fanning et al., 1993), los ADN satélites de Cetacea (Arnason, 1990) y el
ADN satélite Œ centromérico de primates (Willard. 1991; Fanning et al., 1993), que están
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ampliamente extendidos entre las especies de un orden completo y pueden llegar a tener una
antigüedad de 40-50 millones de arios (Fanninf y, et al.. 1993).
El proceso básico de aparición de cualquier familia de secuencias repetidas es la
amplificación por duplicación de una secuencia. Una vez duplicada, ciertos mecanismos
moleculares de cambio pueden facilitar una amplificación aún mayor. Uno de estos, el
entrecruzamiento desigual, fue propuesto por Smith (1976) como producido por el intercambio
desigual entre dos unidades cromosómicas. La transposición duplicativa también puede ser
responsable de la aparición de novo y amplificación de una familia de ADN satélite. De forina
alternativa, Walsh (1987) propuso la amplificación mediante la producción de múltiples copias. a
través del mecanismo del "circulo rodante" (Hourcade et al., 1973). de ADN extracromosómico.
seguido de la integración en el genoma de dichas copias. Stephan (1989) sugiere el
"deslizamiento replicativo" (replicación slippage) (Levinson & Gutman. 1987), el cual
posiblemente tenga mayor importancia en la amplificación de minisatelites y secuencias simples
como las secuencias CA (Tautz et al., 1986: Schloeterer Tautz, 1992). y cuyos efectos se
observan en diversos ADN satélites (Plohl & Ugarkovic, 1994). Posteriormente, se ha propuesto
un proceso de amplificación en el que intervienen repeticiones inversas con capacidad para
formar estructuras en tallo-bucle ("stem-loop") (Oshima et al., 1992). Más recientemente,
Stephan & Cho (1994) diseñaron un modelo teórico para explicar el papel de la selección natural
en la formación de los tándems repetitivos.
Las familias de secuencias repetidas evolucionan de manera concertada (Smith, 1974:
Dover, 1993). de tal forma que la identidad entre los miembros de una familia en una especie es
mayor que entre miembros de la misma familia en dos especies distintas, incluso cuando éstas
están muy emparentadas. Las nuevas variantes que aparecen se expanden gradualmente a través
de una familia mediante mecanismos como el entrecruzamiento desigual. lo que conduce a la
homogenización de las nuevas variantes dentro de una especie. Pero en la homogenización de las
secuencias de una familia en una especie intervienen otros mecanismos como la conversión
génica (Strachan et al., 1985; Plohl & Ugarkovic, 1994) que consiste en la transferencia no
recíproca de una secuencia entre dos copias de la familia.
La aparente ausencia de actividad transcripcional, la ausencia de capacidad codificadora y
los cambios rápidos en sus secuencias, junto con la falta de conservación entre grupos de
especies. incluso a veces entre especies muy emparentadas (Miklos. 1985), son las razones por
las que el ADN altamente repetido ha sido considerado como ADN basura o ADN trivial (Ohno.
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1974) sin ninguna función, o incluso ADN egoísta o ADN parasitario (Orgel & Crick. 1980;
Doolittle & Sapienza, 1980). Sin embargo. el ADN satélite puede tener un significado funcional
en el comportamiento y en la evolución cromosómica (Brutlag, 1980). aunque no se sabe si el
papel que desempeña es accidental (Dover, 1978), por ser un ADN ignorante, neutro a la
selección y expandido de acuerdo a un proceso totalmente estocástico (Dover. 1980). o bien
porque ha sido seleccionado para ello (Cavalier-Smith, 1980. 1985). Además, algunas secuencias
de ADN satélite altamente conservadas, como es el caso del ADN telomérico y del ADN
centromerico. tienen importantes funciones a nivel del mantenimiento de la estructura
e	 cromosómica (Vogt, 1990, 1992; Blackbum. 1991: Zinkowski et al., 1991: Haaf et al., 1992:
Greider, 1996: Griffith et al., 1999).
Las características del ADN satélite, así como la evolución rápida de sus secuencias lo
hacen un material genético de gran utilidad en el análisis de las relaciones filogenéticas entre
especies relacionadas (Lima de Faria et al., 1984; Bogenberger et al., 1987; Fanning et al.. 1989;
Amason, 1990; Bachmann & Sperlich, 1993; Van den Busche et al., 1993; Vidal-Rioja el al.,
1994).
Los patrones de divergencia entre los ADN satélites de un grupo de especies se han
analizado mediante la comparación de las secuencias de cada uno de ellos. En este caso, se han
comparado las secuencias consenso del ADN satélite en cada especie (Gretarsdottir & Arnason,
1992: Garrido-Ramos et al., 1999), o bien, se ha considerado, además, la variabilidad
intraespecífica mediante la comparación de un número determinado de secuencias monómero de
cada especie (Strachan et al., 1985; Laursen et al., 1992; Adegoke et al.. 1993; Bachmann &
Sperlich. 1993; Garrido-Ramos et al., 1999). Sin embargo, los datos de secuenciación del ADN
satélite hay que manejarlos con precaución, conociendo y teniendo en cuenta los mecanismos
que intervienen en la evolución del mismo. Se puede inferir una filogenia a partir de secuencias
consenso, pero puede ocurrir que la divergencia entre dichas secuencias sea menor que la
variabilidad intraespecífica. Esto se explica si se tiene en cuenta que los sitios variables en los
monómeros de una especie pueden ser sitios en estado de transición en el proceso de fijación de
los mismos (que posiblemente no se vean reflejados en la secuencia consenso). mientras que los
sitios totalmente homogeneizados y fijados en cada especie se verán reflejados en esa secuencia
consenso y analizados como sitios divergentes entre las dos especies que se comparan
(Gretarsdottir & Arnason, 1992). Cuando se comparan distintas unidades monoméricas de cada
especie la existencia de sitios variables en una de ellas (estados de transición), puede llevar a la
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paradoja de que secuencias monoméricas de dos especies distintas presenten mayor identidad
que cuando se comparan cada una con unidades de la misma especie (Adegoke et al.. 1993).
Dado que la vida media de un ADN satélite supera la vida media de una especie (Harding el al..
1992), puede ocurrir que la variabilidad exista ya en la especie ancestral de las especies que se
analizan. En este caso, si el tiempo que hace que divergieron las especies que se comparan es
relativamente reciente, o la homogenización y fijación de las variantes es un proceso
relativamente lento, puede darse la paradoja mencionada.
Los estudios de ADN satélite en mejillón están restringidos exclusivamente a Al. edulis
(Ruíz-Lara et al., 1992; Ruíz-Lara, 1993). Estos autores caracterizaron un ADN satélite (ADN
satélite I). que. obtenido tras la digestión del ADN genómico con la endonucleasa de restricción
Apa I, tiene una longitud de repetición del monómero de 173pb. Este ADN satélite constitu ye un
0.63 % del total del ADN. presentando aproximadamente 6.3x10 4 copias por célula haploide.
Asimismo, también han caracterizado otros dos satélites Apa I de mejillón. El ADN satélite II
tiene un monómero de 161pb: representa un 3.34% del total del genoma y 3.34x10 5 copias por
célula haploide. El ADN satélite III presenta una longitud de monómero de 166pb, constituyendo
6.96x103 copias por célula haploide y una proporción del 0.0696% del total del cenoma (Ruiz-
Lara, 1993).
El estudio del ADN mitocondrial (ADNmt) en mejillón ha permitido observar y describir
un patrón de herencia denominado "herencia doble uniparental" (DUI) (Skibinski et al., 1994a:
Zouros et al., 1994a). En los mejillones existen dos genomas de ADNmt altamente divergentes.
uno que se encuentra en todos los individuos y es transmitido por las hembras (tipo F) y otro que
se encuentra en los machos (tipo M). quienes lo transmiten a sus hijos (FIGURA 2). Este
fenómeno se ha descrito en varios taxones del género Mytilus: M. edulis (Skibinski et al., 1994a,
b: Zouros et al., 1994a, b), M trossulus (Geller, 1994: Zouros et al.. 1994h: Rawson & Hilbish.
1995; Stewart et al., 1995) y Al galloprovincialis (Rawson & Hilbish, 1995; Quesada et al..
1996; Saavedra et al., 1997).
El análisis de las secuencias parciales mitocondriales de ADNr 16S permitió a Geller et al.
(1993) observar que dichas secuencias eran idénticas en Al edulis y M. galloprovincialis, pero
ambas diferían de la de Al. trossulus. Dentro de esta última especie, la variabilidad existente era
mayor que la detectada entre las especies de M edulis y Al galloprovincialis; coincidiendo con
la hipótesis sugerida por Vermeij (1991. 1992) a partir de datos paleontológicos.
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En los mejillones, los machos poseen dos clases distintas de ADNmt: un
tipo M, denominado así porque se transmite de padres a hijos, y un tipo F
que se transmite de generación en generación a través de las hembras.
Aunque los hijos reciben de sus madres el ADNmt tipo F, no lo transmiten
a su descendencia (Zouros et al. al., I 994a).
La filogenia del género Mytilus no se ha resuelto, divergiendo los laxa unos de otros y
formando, algunos de ellos, lo que se conoce como "complejo M edulis". En este trabajo, se
tratará de estudiar las relaciones filogenéticas entre diferentes especies y/o taxones de mejillones
mediante el análisis de regiones de copia única y de ADN satélite.

2. OBJETIVOS

Objetivos
La existencia en Galicia de las Rías como abrigo natural y la riqueza en nutrientes de sus
aguas. permiten que más de 3200 parques de cultivo estén dedicados a la producción de mejillón.
La gran importancia económica que esto supone para la Comunidad Gallega, junto con el hecho
del escaso conocimiento genético de estas especies ha planteado la necesidad de llevar a cabo
estudios más exhaustivos. Por este motivo, este trabajo pretende contribuir al conocimiento de la
filogenia del mejillón mediante el estudio de secuencias de copia única y de la familia ADN
satélite Apa I.
Los objetivos planteados han sido:
En primer lugar, estudiar la variabilidad genética de cinco loci nucleares (PLII, PHI-1.
CaMl. Glu-5' y NRPP), con el fin de establecer las relaciones filogenéticas entre poblaciones de
diferentes especies del género Mytilus.
En segundo lugar, analizar tres tipos de secuencias ADN satélite Apa I en las especies de la
familia Mytilidae, Mytilus edulis. M galloprovincialis, M. e. chilensis, M. trossulus, M
califbrnianus y Perna canaliculus. El estudio de dichas secuencias se realizará con respecto a su
abundancia, organización y localización cromosómica. Se realizará un análisis de las secuencias
nucleotídicas con el objetivo de estudiar los posibles procesos mutacionales y evolutivos que
actúan sobre las mismas. Así mismo, se analizarán las relaciones filogenéticas empleando las
secuencias consenso de los tres tipos de ADN satélite para cada especie.
Por último, evaluar el uso de los loci nucleares y de las secuencias ADN satélite como
marcadores moleculares para caracterizar individuos y/o poblaciones de mejillón, así como
comprobar la fiabilidad de dichos marcadores en cuanto a la identificación de especies que
puedan ser comercializadas con el nombre común de mejillón en productos manufacturados.

3. MATERIAL Y MÉTODOS
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3.1. MATERIAL DE ESTUDIO
En el presente trabajo se han analizado 12 poblaciones de mejillón de la familia Mytilidae.
de las cuales una pertenece al género Perna y las once restantes al género »lilas. . La
localización geográfica de las mismas se muestra en la FIGURA 3.
FIGURA 3. Localización geográfica de las poblaciones analizadas
BA: Balcobo, costa Noroeste de España, 43°19'N 8°31'0: RA: Ría de Arosa, costa Noroeste de España, 42°35'N
8°50'0: DE: Delta del Ebro, costa Este de España, 40°38'N 0°47'E; YE: Yerseke, Holanda, 51°29'N 4°01'E: MA: Isle
of Man, Mar de Irlanda. Reino Unido, 54°05'N 4°45'0: PE: Prince Edward Island, Nueva Escocia, Canadá, 46°18'N
63'14'0; PA: Puerto Aulirre, Chile, 45°04'S 7321'0: EL: Esquirnalt Luoon, Isla de Vancouver, Canadá, 48°25'N
123'27'0: BB: Bedford Basin, Nueva Escocia. Canadá, 44°40'N 63'37'0: 01: Öland Island, Mar Báltico, Suecia,
56°38'N 16°27'E: PP: Point no point, Isla de Vancouver, Canadá, 48°26'N 124°08'0; GB: Golden Bay, Nueva
Zelanda. 40°40'S 172°44'E.
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La identificación de las especies de las diferentes poblaciones se realizó basándose en la
distribución geográfica. los caracteres morfológicos de la concha, datos alozímicos vio
marcadores moleculares. según los casos. Así, en base a los datos alozímicos publicados por
Sanjuan et al. (1994) y Quesada et al. (1995) las poblaciones de Balcobo (costa Noroeste de
España). Ría de Arosa (R. Arosa. costa Noroeste de España) y Delta del Ebro (D. Ebro. costa
Este de España) se identificaron como M galloprovincialis, y la población de Yerseke (Holanda)
como M edulis. La población de Isle of Man (I. Man. Mar de Irlanda, Reino Unido) se asumió
como M edulis en base a la distribución geográfica de Gosling (1992a). La población de
Esquimalt Lagoon (Esquimalt L., Isla de Vancouver. Canadá) se determinó como M trossulu.s
atendiendo a la morfología de la concha. ya que se trata de la población tipo donde Gould
describió esta especie y se diferencia fácilmente de M califÖrnianus con la que coexiste en dicha
localización. Los individuos de Öland Island (Öland I.. Mar Báltico. Suecia) se identificaron
como M trossulus en base a los datos alozímicos publicados por Bulnheim & Gosling (1988) y
Varvio et al. (1988). La población de Point no point (Isla de Vancouver. Canadá) se determinó
como M califOrnianus por la presencia de nervios radiales en la concha, característicos de esta
especie. Las poblaciones de la costa Atlántica canadiense. Prince Edward Island (Prince Edward
I., Nueva Escocia. Canadá) y Bedford Basin (Bedford B.. Nueva Escocia, Canadá), se
identificaron como M edulis y M trossulus respectivamente, mediante la amplificación de la
región ITS descrita por Heath et al. (1995) (apartado 3.7). Las poblaciones de Puerto Aguirre (P.
Aguirre. Chile) y Golden Bay (Golden B.. Nueva Zelanda), fueron suministradas por ANFACO
CECOPESCA, quienes las clasificaron como M chilensis y Perna canaliculus, respectivamente.
En este estudio, la población de M chilensis se incluyó con el resto de poblaciones de M.
de acuerdo a McDonald et al. (1991) quienes la clasificaron como subespecie de esta (M edulis
chilensis).
3.2. EXTRACCIÓN DE ADN GENÓMICO
Los individuos muestreados proceden de poblaciones naturales. excepto R. Arosa. D. Ebro,
Yerseke. Prince Edward 1.. P. Aguirre y Golden B. que son cultivadas. Según la procedencia de
las muestras, el análisis se realizó a partir de viandas conservadas en etanol 95%, como en el
caso de I. Man, Esquimalt L., Öland I. y Point no point; congeladas. como en P. Aguirre y
Golden B., y de tejido fresco como en las poblaciones de Balcobo, R. Arosa, D. Ebro, Prince
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Edward 1 , y Bedford B. En este último caso, tras extraer el ADN, el resto del individuo se
conservó en etanol 95%.
La obtención del ADN genómico de los diferentes individuos analizados se llevó a cabo
según el procedimiento de Rice & Bird (1990), a partir de tejido muscular y gonadal. Los tejidos
conservados en etanol, se lavaron previamente con 1xPBS y agua destilada. Aproximadamente
25-30mg de tejido se homogeneizaron en 600g de tampón de lisis con proteinasa K
(0.1mulmL) y se incubaron en un bario a 55-60°C. durante toda la noche. Tras la incubación se
extrajo el ADN con una solución NaC1 saturado y con cloroformo. El ADN extraído se precipitó
añadiendo etanol absoluto y acetato sódico 0.3M. Posteriormente, se lavó en etanol al 70% y,
tras secar el precipitado. se resuspendió en 1xTE.
3.3. EXTRACCIÓN DE ADN PLASMÍDICO
El protocolo utilizado es una modificación de los métodos de lisis alcalina de Birnboin &
Doly (1979) e Ish-Horowiczy Burke (1981), tomado de Sambrook et al. (1989).
Tras inocular con el clon de interés 5mL de medio LB estéril conteniendo 100!_tgivi.L de
ampicilina, se dejaron crecer las bacterias a 37°C toda la noche con agitación vigorosa. El botón
celular se resuspendió en 100!_iL de tampón glucosa frío y la lisis se llevó a cabo durante 5min en
hielo con 200uL de tampón de lisis. El ADN bacteriano se precipitó por neutralización con
15011L de una solución fría de acetato potásico a pH 4.8: la incubación en hielo durante 5min y
la posterior centrifugación a 4°C durante 10min hicieron posible la separación del ADN
bacteriano. La fase acuosa fue sometida posteriormente a extracciones con
fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1). La precipitación con etanol absoluto se realizó a -
20°C durante toda la noche. El precipitado final, conteniendo ADN plasmídico y ARN, se
resuspendió en 50g de 1xTE con 20!_1g/!_iL de ARNasa libre de ADNasa.
Para determinar la calidad y la concentración del ADN plasmídico, se linearizó el plásmido
digiriendo una alícuota de 2!.11_, con la endonucleasa Eco RI. Tras incubar toda la noche a 37°C,
se realizó la correspondiente electroforesis.
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3.4. ELECTROFORESIS Y CUANTIFICACIÓN DE ADN
La calidad del ADN se valoró mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa en
tampón 1xTAE. El progreso de la electroforesis se siguió a través de la migración de los
colorantes incluidos en el tampón de car2a, el cual contiene glicerol al 30% como agente para
aumentar la densidad. Se utilizaron varios controles de peso molecular (Roche) de los cuales el
ADN marcador III se empleó para estimar concentraciones y los ADN marcadores XIII (50pb) y
XIV (100pb) para estimar pesos moleculares. Los geles se tiñen por inmersión en una solución
de 0.5iag/mL de bromuro de etidio durante 30min. se
 visualizan en un transiluminador y se
captan con una cámara de video UVP (Ultra-Violet Products. Gel Documentation System
ImageStore 5000, version 7.12).
La concentración del ADN y los pesos moleculares de los productos de PCR y de los
RFLPs se estimaron con el programa Gelworks (Gelwld 2.51).
3.5. DIGESTIONES CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCIÓN
Las endonucleasas de restricción (Roche) utilizadas en este trabajo y sus correspondientes
temperaturas de incubación, se detallan en la TABLA IV. Todas las digestiones se realizaron
teniendo en cuenta que liag de ADN se digiere con dos unidades de enzima y que el volumen de
la reacción debe ser, al menos, 10 veces superior al del enzima, al estar presente el glicerol en los
tampones de almacenamiento de estas. Tras incubar toda la noche las reacciones a la temperatura
correspondiente, se detienen incubándolas en hielo y se realiza una electroforesis control con una
alícuota para comprobar la eficacia de la digestión.
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TABLA IV
Endonucleasas de Restricción
Apa I	 GGGCC.1,C
	
30°C
Dra I
	
TTTskAAA
	 37°C
Eco RI
	
G.1,AATTC	 37°C
Hae	 GGsl,CC
	
37°C
Hha I	 GCG.1.0	 37°C
Hinf I	 GANTC	 37°C
Msp I	 C,1,CGG	 37°C
Taq I	 T,CGA	 65°C
3.6. AMPLIFICACIÓN DE SECUENCIAS DE COPIA ÚNICA
Todas las reacciones de amplificación se realizaron con PCR Supermix (Life
Technologies), en un volumen de 251_1L, utilizando una concentración final de lng/pt de ADN
genómico, 20mM Tris-HC1, 50mM KC1. I.5mM MgC1 2 , 200p.M dNTPs. 0.44U de Taq ADN
polimerasa y 0.2mM de cada primer.
Los primers utilizados para amplificar las diferentes secuencias codificantes, son los
siguientes:
- Protamine-like esperma-específica PHI-1(91) de mejillón (Heath el al., 1996): 5"-CAA CAA
GAA GGA TGC CAA CiCC-3' y 5'-TTA CCC TCT CCC TCT TTC CCA GGA
- Intrön 3 del gen de la calmodulina. CaM1 (Córte-Real et al., 1994a): CAD6: 5"-CGA GGT
CGA TGC TGA TGG TAA G-3' y CAD7: 5"-GGA ATG AGA ATG TCiT TGG TTT
- Extremo 5' del exón gigante de la proteína polifenólica adhesiva del biso, Glu-5' (Rawson el
al., 1996): JH-5: 5"-GTA GGA ACA AAG CAT GAA CCA-3' y JH-54: 5"-GGG GGG ATA
AGT TTT CTT AGG-3'
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- Región no repetitiva de la proteína polifenölica adhesiva del pie 1. NRPP (Inoue et al..
1995c): Me 1 5: 5"- CCA GTA TAC AAA CCT GTG AAG A-3" y Me 16: 5"- TGT TGT CTT
AAT AGG TTT GTA AGA-3'
Las reacciones de PCR se realizaron en un tennociclador PTC-100 1.m (M.J. Research. Inc.)
y las condiciones empleadas varían en función de la temperatura de hibridación para cada par de
primers:
- PHI-1: 3min a 94°C, seguida de 35 ciclos de 94°C durante 20s. 50°C durante 20s y 72°C
durante 30s.
- CaMl: 2.5min a 94°C, seguida de 35 ciclos de 94°C durante 45s. 61°C durante lmin y 72°C
durante 1.5min, con un paso final de elongación de 72°C durante 5min.
- Glu-5": 3min a 94°C, seguida de 35 ciclos de 94°C durante 20s, 53°C durante 20s y 72°C
durante 45s.
- NRPP: 3min a 94°C, seguida de 35 ciclos de 94°C durante 30s, 56°C durante 30s y 72°C
durante 60s.
3.7. AMPLIFICACIÓN DE LA REGIÓN ITS Y DE LA FRACCIÓN PLIIa
En la costa Atlántica canadiense conviven dos especies de mejillón. M edulis y M.
trossulus. Por ello, para identificar los individuos de las poblaciones de Prince Edward I. y
Bedford B. se realizó la amplificación, descrita por Heath et al. (1995), de las regiones ITS-1.
5.8S e ITS-2 (región ITS) situadas entre los genes de ADNr 18S y 28S,. Las reacciones de PCR
se realizaron con PCR Supermix, tal y como se indicó en el apartado 3.6. y las secuencias de los
primers son 5"-GTT TCC GTA GGT GAA CCT G-3' y 5"-CTC GTC TGA TCT GAG GTC G-
3'. El protocolo de amplificación consiste en una desnaturalización inicial de 3min a 94°C,
seguida de 35 ciclos de 94°C durante 20s, 55°C durante 20s y 72°C durante 45s. La digestión de
51.1t del producto de PCR (-1250pb) con Hha I produce RFLPs especie-específicos: M. edulis y
M galloprovincialis se cortan en dos fragmentos de —450pb y dos fragmentos de —180pb y M
trossulus da lugar a dos fragmentos de —280pb. dos de —180 y varios fragmentos de < 100pb. En
nuestros análisis se han detectado híbridos M edulis-M trossulus ya que presentan las bandas de
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-450pb y —280pb, características de ambas especies. En la población de Prince Edward I., se
analizaron 46 individuos de los cuales el 73.9% resultó ser M edulis, el 23.9% M trossulus y el
2.2% híbridos de ambas especies (FIGURA 4A). En la población de Bedford B., se analizaron 47
individuos, de los cuales el 80.9% eran M trossulus, el 8.5% M edulis y el 10.6% híbridos M
edulis-M trossulus (FIGURA 4B).
FIGURA 4. Productos de PCR de la región ITS
	
(A)	 (B)
	
M	 1	 2	 3	 4	 5	 6	 M
	
M	 7	 8	 9	 10	 II
M, ADN marcador XIV de 100pb; (A) los individuos 1, 3, 4, 5 y 6 de la población de Prince Edward I. pertenecen
a la especie M. edulls, mientras que el individuo 2 es Al trossulus; (B) todos los individuos (7-11) de la población
de Bedford B. pertenecen a la especie Ad trossulus.
La amplificación de la fracción PLIIa de la proteína protamine-like esperma-específica
PLII de mejillón se realizó en las condiciones citadas en el apartado 3.6 y las secuencias de los
primers son: 5'-GAG CCC AAG TAG GAA ATC CCG-3' y 5'-CCT TCG CAT TGT TAG
ATT TAT T-3'. El protocolo de amplificación consiste en una desnaturalización inicial de 3min
a 94°C, seguida de 35 ciclos de 94°C durante 20s, 50°C durante 20s y 72°C durante 45s (Heath et
al., 1995). La digestión de 54, del producto de PCR (-475pb) con la endonucleasa Hinf I corta
el producto de M. edulis y de M galloprovincialis en dos fragmentos de —200pb y uno de
<100pb. En el caso del producto de M trossulus algunos fragmentos son digeridos y otros no,
observándose dos bandas de —475pb y —200pb.
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3.8. MARCAJE DE SONDAS
Las sondas de ADN satélite utilizadas en este trabajo han sido cedidas por el Dr.
Cornudella del Instituto de Biología Molecular de Barcelona (CID-CSIC). El ADN a marcar es
un inserto que está unido al plásmido Bluescript SK+ y se parte de ADN plasmídico purificado.
El marcaje de las sondas se realizó introduciendo en el fragmento de ADN nucleótidos
unidos a digoxigenina (digoxigenina 11-dUTP, Roche), con la ayuda de la enzima Taq ADN
polimerasa, mediante la técnica de PCR. Los primers utilizados en el marcaje de las sondas son
oligonucleótidos análogos a los promotores de los fagos T3 y T7, que flanquean el inserto a
amplificar y sus secuencias son 13: 5'-AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG-3' y 17: 5'-GTA
ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3'. El volumen final de la reacción fue de 100g y las
concentraciones finales de los componentes de esta fueron: 10mM Tris-11C1, 1.5mM MgC12,
50mM KC1 p H 8.3, 4U Taq ADN polimerasa (tampón y enzima de Roche), 0.2mM de dATP,
dGTP y dCTP, 0.19mM de dTTP, 0.01mM de Digoxigenina 11-dUTP (dNTPs y digoxigenina de
Roche), 2ng de la sonda a marcar y 0.2uM de los primers T3/T7 (Stratagene). La reacción se
sometió a los siguientes ciclos de temperatura: 1 ciclo de desnaturalización de 5min a 94°C, 1
ciclo de 5min de hibridación a 55°C, 35 ciclos de 2min a 72°C, 45s a 94°C y 45s a 55°C, 1 ciclo
de 10min a 72°C y, finalmente, se mantuvo a 4°C.
3.9. ANÁLISIS DEL ADN SATÉLITE Apa I MEDIANTE HIBRIDACIÓN SOUTHERN
BLOT
El ADN genómico fue digerido con distintas enzimas de restricción, se separó mediante
electroforesis en geles de agarosa y se transfirió a membranas de nylon. El ADN fijado a la
membrana se hibridó posteriormente con tres sondas de ADN repetido.
3.9.1. Electroforesis y transferencia a membrana
Para el análisis mediante Southern blot, Ehig de ADN genómico fueron digeridos con
cuatro enzimas de restricción (Hae III, Msp 1, Dra I y Taq I) en las condiciones recomendadas
por el fabricante. Los fragmentos de restricción resultantes se separaron mediante electroforesis
en geles horizontales de agarosa de 25cm de longitud y al 1.5% en 1xTAE, en los que se
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incluyen: ADN marcador VIII marcado con digoxigenina (Roche) y un control positivo, que
consiste en una mezcla de los insertos de los tres tipos de secuencias ADN satélite Apa 1. La
electroforesis se realizó a 40 voltios durante 6h.
Tras la electroforesis, se procedió a la desnaturalización y neutralización del gel, mediante
dos lavados de 15min con agitación suave en las soluciones correspondientes. Posteriormente,
los fragmentos de restricción se transfirieron a membranas de nylon cargadas positivamente
(Roche) en un Vacuum Blotter modelo 785 de Bio-Rad.
La transferencia cuantitativa depende principalmente de tres factores: tiempo de
transferencia, presión de vacío y concentración de agarosa. La realización de diferentes ensayos,
variando los factores citados, permitió establecer las condiciones óptimas de transferencia para
nuestros fragmentos. La transferencia se realizó en 10xSSC durante 111 a 127-178min de Hg v,
posteriormente, para fijar el ADN a la membrana se expuso durante 5min a U.V. en un CL-1000
Ultraviolet Crosslinker (UVP), estando aún húmeda.
3.9.2. Prehibridación e hibridación de la membrana
Una vez introducidas las membranas en botellas de cristal (Hybaiárm ), se prehibridaron
durante 30min a 50°C con el volumen apropiado de solución de prehibridación precalentada.
Transcurrido este tiempo, se añadió la sonda previamente desnaturalizada y marcada con
digoxigenina a una concentración de 25ng/mL de solución de hibridación. Las membranas se
incubaron en un horno HybaidTM
 a 50°C durante 16h aproximadamente, en rotación constante.
3.9.3. Lavados posthibridación y detección de la hibridación
La detección de la hibridación se llevó a cabo utilizando el sistema no radiactivo de ácidos
nucleicos DIG Luminescent Detection (Roche). Las sondas hibridadas, marcadas con
digoxigenina, son inmunodetectadas con anti-digoxigenina, fragmentos Fab conjugados con
fosfatasa alcalina, y, posteriormente, visualizadas con el sustrato quimiluminiscente CSPD® . La
defosforilación enzimática del CSPD ®
 por la fosfatasa alcalina produce una emisión de luz, con
una onda máxima de 477nm, la cual es recogida en películas Hyperfilm ECL (Amersham
Pharmacia Biotech). La señal quimiluminiscente del CSPD ®
 persiste durante días en las
membranas de nylon. Además, este sistema permite la rehibridación de las mismas membranas
con diferentes sondas.
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Después de la hibridación se lavaron las membranas durante 5min en tampón de lavado 1 a
temperatura ambiente. seguido de dos lavados de 5min a 50°C en los tampones de lavado 2 y 3,
respectivamente. y a continuación un lavado de 5min. a temperatura ambiente, en tampón de
lavado 4. Posteriormente, se bloquearon los sitios inespecíficos de unión al anticuerpo.
incubando la membrana durante 30min en 100mL de tampón bloqueante.
El conjugado anti-Dig-AP (Roche) se diluyó a 75mU/mL en tampón bloqueante y la
membrana se incubó durante 30min en 20mL de dicha solución. El anticuerpo no unido al ADN
se elimina mediante dos lavados de 15min en 100mL de tampón de lavado 4. Para detectar los
sitios de hibridación, se diluyó el sustrato CSPD ® en tampón de detección 1:100 y se incubó la
membrana durante 5min en 10mL de dicha solución. Para incrementar la reacción de
quimiluminiscencia, se incubó la membrana durante 15min a 37°C y, posteriormente, se expuso
durante 15min a temperatura ambiente con la película autorradiográfica.
Previamente a la reutilización de las membranas en nuevas hibridaciones, se eliminó la
sonda mediante dos lavados de 15min a 37°C en tampón de lavado 5. seguidos de un la yado de
5min en 2xSSC. Posteriormente, se procedió a la prehibridación e hibridación de la membrana
con una sonda diferente como se ha descrito anteriormente.
3.10. HIBRIDACIÓN DOT BLOT
El número de copia de los tres tipos de secuencias ADN satélite Apa 1, se determinó
mediante hibridaciones con el ADN transferido a membranas de nylon. Se depositaron
cantidades crecientes de insertos de ADN monoméricos (0.2 a 0.8ng) de los tres tipos de
secuencias y de ADN genómico de mejillón (25 a 200ng) en puntos discretos de membranas de
nylon. Para ello, se utilizó el aparato de transferencia de punto Bio-Dot (Bio-Rad), siendo las
condiciones de transferencia las recomendadas por el fabricante. Las membranas con el ADN
fijado se hibridaron independientemente con los tres tipos de secuencias marcadas con
digoxigenina (apartado 3.8). Los lavados posthibridación y la detección de la hibridación se
realizaron como se ha descrito en el apartado 3.9.3 del Southem blot.
Tras la exposición de la membrana a la película autorradiográfica. la  densidad óptica de
cada punto se determinó mediante el programa Leica Q-WIN versión 2.2 (Leica Imaging
Ilaterial y AlL;toclos
Systems Ltd.). La actividad específica del ADN de cada tipo de monúmero se calculó
relacionando su masa con la densidad óptica en cada punto. El número de copia de los tres tipos
de secuencias ADN satélite Apa I de cada población se determinó posteriormente a partir de la
densidad óptica de cada punto del ADN genómico y mediante análisis de regresión lineal,
tornando como recta patrón la proporcionada por los valores de densidad óptica de las unidades
monoméricas. El número de copia de estos tres tipos de secuencias satélite en las diferentes
poblaciones se expresó como contenido de ADN por célula haploide. considerando el valor C o
complemento genómico haploide de ADN obtenido por Rodríguez-Juíz et al. (1996) y González-
* Tizón et al. (2000). Dicho contenido está estimado en: 1.71 ± 0.01pg para M ecluli.s• . 1.92 ±
0.02pg para M galloprovincialis. 1.51 ± 0.03pg para M trossulus y 1.61 ± 0.04pg para M.
calitornianus.
3.11. DISEÑO DE PRIMERS PARA EL ADN SATÉLITE Apa
Se diseñaron primers específicos para amplificar los tres tipos de secuencias ADN satélite
Apa I a partir de las secuencias consenso ADN satélite Apa I de M. edulis publicadas en el
GenBank, cuyos códigos de acceso son: X61120, X61119 y A.1249690 para las secuencias tipo 1.
tipo II y tipo III, respectivamente (Ruíz-Lara et al., 1992; Ruíz-Lara, 1993).
Los oligonucleótidos sintéticos utilizados en las reacciones de PCR se diseñaron mediante
el programa informático OLIGO (Rychlik & Rhoads, 1989). Los primers (Life Technologies)
fueron suministrados liofilizados con una pureza estándar y, para su utilización, se
resuspendieron en 1xTE con una concentración final de 100p.M.
Las reacciones de PCR se realizaron en las condiciones citadas en el apartado 3.6. El
protocolo de amplificación para las secuencias ADN satélite tipo I consiste en una
desnaturalización inicial de 3min a 94°C, seguida de 35 ciclos de 94°C durante 1min, 45°C
durante 30s y 72°C durante 45s, con un paso final de elongación de 72°C durante 5min y,
finalmente, se mantiene a 4°C. Las condiciones para las secuencias ADN satélite tipo II y tipo III
varían en la temperatura de hibridación, siendo de 55°C y 58°C, respectivamente. Los fragmentos
resultantes se resolvieron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2.5% y su tamaño se
determinó en función de marcadores de peso molecular como se describe en el apartado 3.4.
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3.12. SECUENCIACIÓN DEL ADN SATÉLITE Apa I
3.12.1. Clonación de los tres tipos de secuencias ADN satélite
La amplificación de los tres tipos de secuencias ADN satélite Apa 1 por PCR mediante
primers específicos a partir de ADN genómico ha permitido llevar a cabo la donación de estos
fragmentos en vectores plasmídicos. Los productos de PCR se clonaron en el vector pGEM®T
Easy, mediante el sistema pGEM®T Easy Vector System (Promega). utilizando las condiciones
recomendadas por el fabricante. El vector pGEM®T Easy tiene un tamaño de 3015pb con una
región polylinker que es amplificada mediante los primers específicos de los fagos T7 y SP6.
Para calcular la cantidad apropiada de producto de PCR (inserto) en la reacción de ligación, se
utilizó la siguiente ecuación:
1112 del vector x tamaño en kb del inserto 
x relación molar vector:inserto = ng de inserto
tamaño en kb del vector
Las reacciones de ligación se realizaron considerando la relación molar vector:inserto de
3:1 y el enzima utilizado fue la ADN ligasa 14. El volumen final de reacción fue de 101AL y la
incubación se llevó a cabo durante 10h a 4°C.
Los productos de las reacciones de ligación se transformaron en bacterias competentes de
la cepa JM109 de Escherichia coli (Promega). Para verificar las condiciones óptimas de la
transformación, se realizaron reacciones de control positivo y "de fondo". Posteriormente, las
células se sometieron a un shock térmico y se introdujeron en medio LB líquido conteniendo
100j,tg/iit de ampicilina, creciendo durante 1.5h a 37°C con agitación. Tras la incubación, se
procedió al cultivo en medio LB sólido conteniendo 1001.1g/p1 de ampicilina y suplementado
con 0.5mM IPTG y 84tg/mL X-Gal.
3.12.2. Detección, selección y mantenimiento de los transformantes
Los transformantes se seleccionaron mediante la búsqueda de colonias blancas/azules, en
función de la interrupción a la que el inserto da lugar sobre el gen ß-galactosidasa. presente en el
vector plasmídico. Una vez seleccionados los transformantes (colonias blancas), se sembraron en
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medio LB sólido. conteniendo 1001ag4IL de ampicilina, y se incubaron durante 24h a 37°C.
conservándose una alícuota en glicerol 40% (1:1) a -80°C. Posteriormente, se realizaron mini-
preparaciones de ADN plasmídico, corno se describe en el apartado 3.3. detectándose la
presencia de los insertos mediante digestión con la endonucleasa Eco RI. Los resultados de la
digestión se observaron en geles de agarosa al 1%.
3.12.3. Secuenciación de ADN
• Las reacciones de secuenciación se realizaron según el método enzimático de Sanger et al.
(1977). Las dos cadenas de los plásmidos se secuenciaron independientemente utilizando el
secuenciador automático ALFexpress Tm (Amersham Pharmacia Biotech) y los primers
fluorescentes de los promotores de los fagos SP6 (universal) y T7 (reverso), según las
instrucciones del fabricante.
3.13. HIBRIDACIÓN IN SITU SOBRE CROMOSOMAS
La técnica de hibridación in situ con fluorescencia (FISH) utilizada en este trabajo es
semejante a la descrita en Heslop-Harrison et al. (1991), con ligeras modificaciones.
3.13.1. Obtención de metafases de individuos adultos
Individuos de talla inferior a 25mm se mantuvieron durante 10 días (para activarles el
crecimiento) en una cámara de fotoperíodo, en recipientes con agua de mar y aireación. Durante
ese tiempo se alimentaron con una mezcla de las algas Isochrisis galbana y Tetraselmis suecica.
Con el fin de bloquear las células mitóticas en metafase, los mejillones fueron sometidos a
tratamiento con colchicina, a una concentración final de 0.005%, durante 7-10h.
Para la obtención de las metafases, se diseccionó el tejido branquial y se realizaron dos
choques hipotánicos con KCI al 0.56% durante 15min a temperatura ambiente. Posteriormente,
se realizaron dos fijaciones iniciales de 10min a 4°C con carnoy (etanol: ácido acético, 3:1),
seguidas de otras dos fijaciones con camoy a la misma temperatura durante 20min. La
disociación del tejido se realizó en agua acetilada al 45% y la extensión de la suspensión celular
sobre portaobjetos precalentados a 43 ± 1°C.
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3.13.2. Pretratamiento de las preparaciones citológicas
Para eliminar el ARN que pudiera hibridar con las sondas empleadas y dar lugar a falsas
señales de hibridación, se incubaron las preparaciones a 37°C durante Ih con 100úL de una
solución 100p.g4tL de ARNasa libre de ADNasa en 2xSSC. Transcurrida la incubación se
realizaron dos lavados de 5min en 2xSSC a temperatura ambiente.
A continuación, las preparaciones se incubaron en solución de pepsina durante 10min a
temperatura ambiente y se lavaron dos veces durante 5min en PBS. Posteriormente, se fijaron
durante 10min en solución de formaldehído. seguido de dos lavados de 5min en PBS.
Finalmente, se realizó la deshidratación de las preparaciones mediante baños sucesivos de 5min
en etanol al 70%, 90% y 100% y se dejaron secar a temperatura ambiente.
3.13.3. Hibridación
La hibridación se llevó a cabo, generalmente, en presencia de formamida. dextrano de
sulfato y NaC1 en las concentraciones apropiadas en función de la astringencia requerida. En este
caso, la hibridación se realizó a 37°C en cámara húmeda durante toda la noche, utilizando para
ello una mezcla de 30úL de solución de hibridación que contiene: 50% de formamida
desionizada en 2xSSC, 10% de dextrano de sulfato, 0.33% SDS. 0.3mg/mL de ADN de salmón.
desnaturalizado y fragmentado. y ADN marcado (10Ong por preparación). La mezcla de
hibridación se desnaturalizó previamente a 75°C durante 15min y, posteriormente, se colocaron
las preparaciones en el termociclador (PTC-100 de M.J. Research Inc.) con el siguiente ciclo:
7min a 75°C. 2min a 55°C, 30s a 50 °C. lmin a 45°C, 2min a 42°C, 5min a 40°C. 5min a 38°C.
3.13.4. Lavados posthibridación y bloqueo
Los lavados son necesarios para la eliminación de exceso de sonda marcada y permiten
disociar los híbridos o uniones inespecíficas. La eficacia de los lavados reduce la señal de fondo,
incrementándose la proporción serial/fondo. Las condiciones de astringencia utilizadas son las
siguientes: 5min a 42°C en 2xSSC, 10min a 42°C en solución de formamida, 5min a 42°C en
0.1xSSC, 5min a 42°C en 2xSSC y 5min en TNT. Los sitios de unión inespecífica se bloquearon
mediante una incubación de 30min en TNB a 37°C y una incubación posterior de 5min en TNT.
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3.13.5. Detección de la hibridación
Las sondas marcadas con digoxigenina-11-dUTP se detectan por métodos
inmunocitoquímicos, por medio de los anticuerpos (1) Ig G Anti-Digoxigenina de ratón (Roche)
diluido 1:200 en TNB, (2) Ig G Anti-ratón de conejo marcada con FITC (SIGMA). diluido
1:1000 en TNB y (3) Ig G Anti-conejo de cabra marcada con FITC (SIGMA). diluido 1:1000 en
TNB. Tras incubar 30min a 37°C con cada anticuerpo, se realizaron tres lavados de 5min en TNT
con agitación y en oscuridad. Finalmente, se realizó la deshidratación de las preparaciones
mediante barios sucesivos de 5min en etanol al 70%, 90% y 100% y se dejan secar a temperatura
ambiente y en oscuridad. La contratinción se realizó con Ioduro de propidio (50ng/mL antifade).
3.13.6. Microscopía y Fotografía
Para realizar el análisis de la hibridación in situ con fluorescencia se ha utilizado un
microscopio Microphot-FXA de Nikon, dotado de un equipo de epitluorescencia con lámpara de
mercurio de 100W y objetivo 100x. La combinación de filtros de Nikon empleada fue B-2A para
la fluoresceina (FITC) y G-2A para el loduro de propidio. Para la obtención de las diapositivas,
se ha utilizado la película color de Kodak Ektachrome Elite de 400 ASA.
3.14. ANÁLISIS FILOGENÉTICO
3.14.1. Análisis de secuencias de copia única
Las frecuencias genotípicas y alélicas para cada una de las poblaciones analizadas se
calcularon a partir de sus correspondientes genotipos. La desviación significativa del equilibrio
Hardy-Weinberg se analizó según el algoritmo descrito en Guo & Thompson (1992), utilizando
un test análogo al test exacto de Fisher en tablas de contingencia dos a dos, pero extendidas a
tablas de contingencia triangular de tamaño arbitrario en un algoritmo al azar de cadenas de
Markov. El déficit de heterocigotos (D) se calculó utilizando el Índice de Selander (1970), D
(Ho - He) / He, donde Ho es el número de heterocigotos observados y H e
 el número de
heterocigotos esperados. En ambos casos, se realizó la corrección de Dunn-Sidák, a"
—
 a / n, para
múltiples hipótesis como se describe en Sokal & Rolhf (1995). La estimación de la distancia
genética de Cavalli-Sforza (Cavalli-Sforza & Edwards, 1967) se llevó a cabo entre pares de
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poblaciones. aplicándose los métodos UPGMA (Sneath & Sokal. 1973) y Neighbor-Joining
(Saitou & Nei. 1987) sobre la matriz resultante. El análisis genético de las poblaciones se realizó
utilizando los programas informáticos PHYLIP versión 3.5c (Felsenstein. 1993). Biosvs-2
(Swofford & Selander. 1997) y Arlequin versión 2000 (Schneider et al., 2000).
3.14.2. Análisis de las secuencias ADN satélite Apa I
El contenido de A+T y la búsqueda de repeticiones directas e inversas (tamaño mínimo de
la repetición 5pb, 2 mismatches permitidos) en las secuencias se llevó a cabo utilizando el
programa informático DNATools versión 5.1-revisión 644 (Rasmussen. 1999). La búsqueda de
homología de las secuencias obtenidas en este trabajo con otras presentes en las bases de datos
de la EMBL y del GenBank se realizó con el programa BLASTN 2.1.1 (Altschul et al.. 1997).
Para el análisis comparativo de las distintas secuencias monoméricas clonadas de los
diferentes tipos de ADN satélite Apa I, se realizó el alineamiento múltiple de todas ellas con el
programa informático CLUSTAL X (Thompson et al., 1997). El número de sitios polimórficos.
la relación entre el número de cambios transicionales y transversionales, la homología entre
secuencias y la divergencia nucleotídica entre pares de secuencias se calcularon utilizando el
programa MEGA versión 2.0 (Kumar et al., 2000).
Las distancias genéticas entre pares de secuencias se estimaron según el modelo de Kimura
dos parámetros (Kimura, 1980) y las filogenias mediante los métodos Neighbor-Joining y
máxima parsimonia se realizaron con el programa informático MEGA. La fiabilidad de los
clados filogenéticos reconstruidos se analizó mediante bootstrap (Felsenstein. 1985) con 1000
réplicas (Hedges. 1992), considerando que las ramas con valores de bootstrap mayores de 700
están apoyadas significativamente con una probabilidad _ 95% (Hillis & Bull, 1993).
4. RESULTADOS

475pb
2000
Resultados
4.1. SECUENCIAS DE COPIA ÚNICA
4.1.1. Amplificación de la fracción PLIIa de la proteína protamine-like esperma específica
PLII
La amplificación de la fracción PLIIa produce un fragmento de —475pb en cada uno de los
individuos analizados. Los RFLPs obtenidos tras la digestión con la endonucleasa HM!' I
producen dos patrones diferentes. En el primero, todos los fragmentos amplificados son
digeridos totalmente detectándose una única banda de —200pb y en el segundo, algunos
fragmentos son digeridos y otros no, observándose una banda de —475pb y una de —200pb
(FIGURA 5). En este último caso, con el fin de evitar que el patrón obtenido sea debido a un error
en las condiciones de digestión, éstas se realizaron por duplicado.
FIGURA 5. Digestión de los productos de PCR de la fracción PLIIa
M YE MA PE PA RA BA DE 01 BB EL
A4. e	 M. ch
	 M. g
M, ADN marcador XIV de 100pb; YE, Yerseke; MA, Isle of Man; PE, Prince
Edward Island; PA, Puerto Aguirre; RA, Ría de Arosa; BA, Balcobo; DE, Delta del
Ebro; 01, Öland Island; BB, Bedford Basin; EL, Esquimalt Lagoon; M. e, A4. edults;
M. eh, M. e. chilensis; M. g, A/I.galloprovincialis; M. t, M. trossulus. Los individuos
de las poblaciones de Isle of Man, Balcobo, Bedford B. y Esquimalt L. presentan
digestión parcial, mientras que los del resto de poblaciones presentan digestión total.
Las muestras de las poblaciones de Yerseke, I. Man y Prince Edward I., pertenecientes a la
especie M. edulls, muestran una digestión total de los productos de la amplificación de la PLIIa;
aunque en algunos individuos de I. Man (14%) y Prince Edward I. (3%) se observa una digestión
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parcial (TABLA V). Este patrón de digestión total también se observa en todos los individuos de
la población de P. Aguirre, M e. chilensis, y en las poblaciones de la especie M.
galloprovincialis (Balcobo, R. Arosa y D. Ebro) es el patrón más frecuente. En el caso de la
especie M trossithis, los individuos de Esquimalt L. y Bedford B. producen digestiones
parciales, pero en algunos individuos (2) de la población de Öland I. se observa una digestión
total de los fragmentos amplificados.
TABLA V
Frecuencias de los fragmentos total y parcialmente digeridos de la amplificación de
la fracción PLIIa
Poblaciones
Al eclulis	 M galloprovincialis	 Al trossulzts
YE MA PE PA RA BA DE 01 BB
200 30 30 29 27 34 26 20 7 0 0
475/200 0 5 1 0 22 4 9 30 30 30
n 30 35 30 27 56 30 29 32 30 30
YE, Yerseke; MA, 's'e of Man; PE, Prince Edward Island; PA, Puerto Aguirre; RA, Ría de
Arosa; BA, Balcobo; DE, Delta del Ebro; 01, Óland Island; BB, Bedford Basin; EL, Esquimalt
Lagoon; ii, número de individuos analizados.
Para estimar el número de copia de la proteína protanüne-like PLII en el genoma de
diferentes especies y/o poblaciones del género Mytilus se realizó una hibridación Dot blot
(FIGURA 6). Dicha estimación se calculó a partir de la señal de hibridación con PLII sobre
membranas, conteniendo distintas concentraciones de ADN genómico de individuos de
diferentes poblaciones, mediante la comparación entre la lectura realizada por un densitómetro
de dicha señal en las distintas diluciones de ADN genómico y la lectura de la señal de
hibridación en las diluciones del ADN plasmídico. Los resultados se muestran en la TABLA VI,
en la que se observa que el número de copia de la PLII en las poblaciones analizadas varía entre
—7 y —13 copias por célula haploide.
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TABLA VI
Número de copia de la proteína protamine-like PLII en
diferentes poblaciones de mejillón
Poblaciún copias/célula haploide
YE -10
MA
- 13
PE - 7
PA -.10
BA -.13
01 - 13
BB
-7
EL -10
YE, Yerseke; MA, Isle of Man; PE, Prince Edward
Island; PA, Puerto Aguirre; BA, Balcobo; 01, Öland
Island; BB, Bedford Basin; EL, Esquimalt Lagoon.
FIGURA 6. Número de copia de la proteína protamine-like PLII
<	 23 u.)
m
<	 Le <
cia o ›-
150	 Hibridación Dot Blot, para estimar el número
100	 de copia de la PLII en diferentes poblaciones
50	 y/o especies del género Mytilus. Los valores
25 que se indican son cantidades de ADN total de
cada población (derecha) y de ADN plasmídico
(izquierda) en ng. PA, Puerto Aguirre; EL,
Esquimalt Lagoon; BB, Bedford Basin; PE,
Prince Edward Island; BA, Balcobo; 01, Öland
Island; YE, Yerseke; MA, Isle of Man.
280pb
44111
300pb
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4.1.2. Amplificación de la proteína protamine-like esperma específica PHI-1
En la FIGURA 7, se observan los diferentes patrones obtenidos tras la amplificación por
PCR de la protamine-like PHI-1, que puede dar lugar a tres tipos de fragmentos diferentes de
—280, —300 y —475pb. En la TABLA VII, se reflejan las frecuencias genotípicas y alélicas en
todas las poblaciones analizadas, observándose que los individuos de D. Ebro y de las tres
poblaciones de M trossulits (Esquimalt L., Bedford B. y Öland I.) son homocigotos para el
fragmento de —280pb. Sin embargo, en los individuos de Yerseke, Prince Edward I., P. Aguirre,
R. Arosa y Balcobo se observan frecuencias variables de homocigotos y heterocigotos para los
fragmentos de —280pb y —300pb, aunque dichas frecuencias no se desvían del equilibrio Hardy-
Weinberg. Por el contrario, en la población de I. Man existe una ligera desviación del equilibrio
Hardy-Weinberg, debido a un exceso de heterocigotos, y se ha detectado la presencia de un
fragmento adicional de —475pb. Como se observa en dicha tabla, no se han detectado
homocigotos para los fragmentos de —300 y —475pb en ninguna de las poblaciones analizadas,
detectándose un exceso de heterocigotos significativo en el Índice de Selander (D) de las
poblaciones de I. Man y P. Aguirre.
FIGURA 7. Productos de PCR de la protamine-like PHI-1
M YE MA PE PA RA BA DE 01 BB EL
M. e	 M.ch	 M.g	 M.
M, ADN marcador XIV de 100pb; YE, Yerseke; MA, Isle of Man; PE, Prince Edward Island; PA, Puerto
Aguirre; RA, Ría de Arosa; BA, Balcobo; DE, Delta del Ebro; OI, Öland Island; BB, Bedford Basin; EL,
Esquimalt Lagoon; 114. e, M. edulis; M. ch, M. e. chilensis; M. g, M.galloprovincialis; M. t, M. trossulus. Los
individuos de Prince Edward I., P. Aguirre y Balcobo presentan los fragmentos de 280 y 300pb y los
individuos del resto de las poblaciones únicamente amplifican el fragmento de 280pb.
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TABLA VII
Frecuencias genotípicas y alélicas de la amplificación de la protamine-like esperma-específica PHI-1
Poblaciones
M edulis M. galloprovincialis M. trossulus
YE MA PE PA RA	 BA	 DE 01 BB EL
280 26 13 17 12 53	 24	 29 32 30 30
280/300 4 10 13 15 3	 6 - -
280/475 12 - - -	 - -
n 30 35 30 27 56	 30	 29 32 30 30
280(p) 0.933 0.686 0.783 0.722 0.973	 0.900	 1 1 1 1
300(q) 0.067 0.143 0.217 0.278 0.027	 0.100	 0 0 0 0
475(r) 0 0.171 0 0 0	 0	 0 0 0 0
1 0.014* 0.291 0.138 I	 1
0.071 0.310* 0.277 0.385* 0.028	 0.111
YE, Yerseke; MA, Isle of Man; PE, Prince Edward Island; PA, Puerto Aguirre; RA, Ría de Arosa; BA,
Balcobo; DE, Delta del Ebro; 01, Öland Island; BB, Bedford Basin; EL, Esquimalt Lagoon; n, número de
individuos analizados; P, probabilidad de las frecuencias alélicas y equilibrio Hardy-Weinberg según el
algoritmo descrito por Guo & Thompson (1992); D, Índice de Selander; correcciones Dunn-Sidák, *a<0.05
**a.<0.01.
4.1.3. Amplificación del intrón 3 del gen de la calmodulina (CaM1)
La electroforesis en geles de agarosa de los productos de PCR revelan polimorfismos de
longitud del intron 3 del gen de la calmodulina (CaM1), observándose dos fragmentos de —525 y
—460pb (FIGURA 8), semejantes a los dos alelos descritos por Córte-Real et al. (1994a).
460ph
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FIGURA 8. Productos de PCR del intrón 3 de la calmodulina
M YE MA PE PA RA BA DE 01 BB EL
daiii Olé sir 525pb
M e	 M. ch	 M. g	 A4. I
M, ADN marcador XIV de 100pb; YE, Yerseke; MA, Isle of Man; PE, Prince Edward Island; PA, Puerto
Aguirre; RA, Ría de Arosa; BA, Balcobo; DE, Delta del Ebro; 01, Öland Island; BB, Bedford Basin; EL,
Esquirnalt Lagoon; M. e, M. edulis; M. ch, Al, e. chilensis; M. g, M.galloprovincialis; M. t, M. trossulus.
Los individuos de las poblaciones de Yerseke e Isle of Man son heterocigotos para los alelos de 525 y
460pb, los de las poblaciones de Prince Edward I., P. Aguirre, R. Arosa, Balcobo, D. Ebro y Öland I. son
homocigotos para el alelo de 525pb y los de Bedford B. y Esquimalt L. son homocigotos para el alelo de
460pb.
En las poblaciones de M edulis, todos los individuos de Prince Edward I. y P. Aguirre
únicamente amplifican el alelo de —525pb y los individuos de Yerseke e I. Man presentan
mayoritariamente el alelo de —525pb, aunque también producen el alelo de —460pb. En las
poblaciones de M. galloprovincialis, todos los individuos analizados son homocigotos para el
alelo de —525pb. Por el contrario, los mejillones de las poblaciones de Esquimalt L. y Bedford B.
son homocigotos para el alelo de —460pb, mientras que los de la población de Öland I. lo son
para el alelo de —525pb (TABLA VIII). Así, de las diez poblaciones analizadas únicamente se ha
detectado polimorfismo en las poblaciones de Yerseke e I. Man, aunque estas no se desvían
significativamente del equilibrio Hardy-Weinberg.
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TABLA VIII
Frecuencias genotipicas y alélicas de la amplificación del intrón 3 de la calmodulina (CaM1)
Poblaciones
edulis M galloprovincialis M trossulus
YE MA	 PE PA RA	 BA	 DE 01 BB EL
525 26 23	 30 27 56	 30	 29 32
525/460 3 11 - - - -
460 1 1 - -	 - - 30 30
n 30 35	 30 27 56	 30	 29 32 30 30
525(p) 0.917 0.814	 1 1 1	 1	 1 1 0 0
460(q) 0.083 0.186	 0 0 0	 0	 0 0 1 I
P 0.161 1	 - - -
D -0.345 0.039	 - - - -
YE, Yerselce; MA, ¡sic of Man; PE, Prince Edward Island; PA, Puerto Aguirre; RA, Ría de Arosa; BA,
Balcobo; DE, Delta del Ebro; 01, Öland Island; BB, Bedford Basin; EL, Esquimalt Lagoon; ii, número de
individuos analizados; P, probabilidad de las frecuencias alélicas y equilibrio Flardy-Weinberg según el
algoritmo descrito por Guo & Thompson (1992); D, Índice de Selander; correcciones Dunn-Sidák, *cc<0.05
"a<0.0 I .
4.1.4. Amplificación del extremo 5' del exón gigante de la proteína polifenólica adhesiva del
biso (Glu-5')
La amplificación de Glu-5 puede producir seis fragmentos diferentes de,
aproximadamente, 240, 300, 350, 380, 500 y 550pb (FIGURA 9). En la TABLA IX, se puede
observar que las poblaciones de Balcobo y Esquimalt L. son monomórficas para los alelos de
—300 y —240pb, respectivamente; las poblaciones de Yerseke, P. Aguirre, R. Arosa y D. Ebro
presentan dos alelos diferentes; las poblaciones de Prince Edward I., Öland I. y Bedford B.
presentan tres alelos; y, finalmente, en la I. Man se detectan cinco alelos diferentes.
500pb
300pb_.+.
«011 41111
4110111111 550pb
350pb
240pb
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FIGURA 9. Productos de PCR del gen Glu-5
M YE MA PE PA RA BA DE OI BB EL
M. ch	 M. g M. t
M, ADN marcador XIV de 100pb; YE, Yerseke; MA, Isle of Man; PE, Prince Edward Island; PA, Puerto Aguirre; RA,
Ría de Arosa; BA, Balcobo; DE, Delta del Ebro; 01, Öland Island; BB, Bedford Basin; EL, Esquimalt Lagoon; M. e, M.
edulis; M. ch, M. e. chilensis; U. g, M.galloprovincialis; M. t, M. trossuhts. Los individuos de las poblaciones de
Yerseke y Prince Edward I. son homocigotos para el alelo de 350pb y el individuo de Isle of Man es homocigoto para el
alelo de 380pb. Los individuos de las poblaciones de P. Aguirre, R. Arosa y Baleobo son homocigotos para el alelo de
300pb y el individuo de D. Ebro es heterocigoto para los alelos de 300 y 500pb. El individuo de Öland I. es heterocigoto
para los alclos de 350 y 550pb y los individuos de las poblaciones de Bedford B. y Esquimalt L. son homocigotos para el
alelo de 240pb.
Cabe destacar que el alelo de —240pb únicamente se ha detectado en las poblaciones de M
trossulus y que el alelo de —300pb es el más frecuente en las poblaciones de M
galloprovincialis. De todas las poblaciones analizadas sólo Bedford B. no se encuentra en
equilibrio Hardy-Weinberg, detectándose también valores significativos del indice de Selander
(D) en las poblaciones de I. Man y D. Ebro.
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TABLA IX
Frecuencias genotípicas y alélicas de la amplificación del extremo 5' del gen de la proteína
polifenólica adhesiva del biso (Glu-5')
Poblaciones
M edulis M. galloprovincialis M. trossulus
YE MA PE PA RA BA DE 01 BB
240
240/550 -
- - 9
2
30
300 22 52 30 12 - -
300/350 - 5 - - - -
300/380 2 - 4 - - -
300/500 3 - - 17
350 21 5 19 - - 4 4 -
350/380 - 3 6 - - 5 -
350/500 3 - - -
350/550 9 2 5 - - - 17 1
380 - 10 - - - 5
380/550 5 - - - 1 -
550 - 2 - - - - 14 -
n 30 35 30 27 56 30 29 32 30 30
P(240) O O O O O 0 0 0 0.333 1
q (300) 0 0.071 0 0.907 0.964 1 0.707 0 0 0
r(350) 0.850 0.257 0.817 0.093 0 0 0 0.469 0.150 0
s (380) 0 0.429 0.100 0 0.036 0 0 0.250 0 0
t (500) 0 0.086 0 0 0 0 0.293 0 0 0
u (550) 0.150 0.157 0.083 0 0 0 0 0.281 0.517 0
P 1 0.16 0.551 1 1 - 0.064 0.073 0**
D 0.176 0.279** 0.160 0.102 0.037 - 0.415* 0.125 0.833**
YE, Yerseke; MA, Isle of Man; PE, Prince Edward Island; PA, Puerto Aguirre; RA, Ría de Arosa; BA,
Balcobo; DE, Delta del Ebro; 01, Öland Island; BB, Bedford Basin; EL, Esquimalt Lagoon; n, número de
individuos analizados; P, probabilidad de las frecuencias alélicas y equilibrio Hardy-Weinberg según el
algoritmo descrito por Guo Thompson (1992); D, Índice de Selander; correcciones Dunn-Sidák, *a.<0.05
"a<0.01
220pb
figim	 168p6180pb--->
126pb_>.
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4.1.5. Amplificación de la región no repetitiva de la proteína del pie 1 (NRPP)
La amplificación de la región NRPP produce cuatro fragmentos de —126, —168, —180 y
—220pb (FIGURA 10). En la TABLA X, se observa que las poblaciones de Yerseke y Prince
Edward I. presentan únicamente el alelo de —180pb característico de M edulis, mientras que la
población de I. Man presenta con mayor frecuencia el alelo de —168pb, detectándose también los
alelos de —126pb y de —180pb. La población de P. Aguirre es homocigótica para el alelo de
—126pb, al igual que las tres poblaciones de M galloprovincialis (R. Arosa, Balcobo y D. Ebro).
Al analizar las poblaciones de M. trossulus, se observa que, mientras que la población de
Esquimalt L. es homocigótica para el alelo de —168pb, las poblaciones de Öland I. y Bedford B.
son polimórficas, detectándose un nuevo alelo de —220pb.
FIGURA 10. Productos de PCR de la región N RPP
M YE MA PE PA RA BA DE ()I BB EL
M, ADN marcador XIV de 100pb; YE, Yerseke; MA, Isle of Man; PE, Prince Edward Island; PA, Puerto
Aguirre; RA, Ría de Arosa; BA, Balcobo; DE, Delta del Ebro; 01, Öland Island; BB, Bedford Basin; EL,
Esquinialt Lagoon; e, M edulis; M. eh, M. e. chilensis; M. g, M.galloprovincialis; M. t, M. trossulus. Los
individuos de las poblaciones de Yerseke y Prince Edward I. son hornocigotos para el alelo de 180pb, el
individuo de Isle of Man es heterocigoto para los alelos de 168 y 126pb, los individuos de las poblaciones de
P. Aguirre, R. Arosa, Balcobo y D. Ebro son homocigotos para el alelo de 126pb, el individuo de Öland I. es
heterocigoto para los alelos de 180 y 220pb, el individuo de Bedford B. es heterocigoto para los alelos de 168
y 220pb y el individuo de Esquimalt L. es homocigoto para el alelo de 168pb.
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La población de I. Man es la única que no se encuentra en equilibrio Hardv-Weinbeu.
aunque también se han detectado valores significativos del Índice de Selander (D), debido a un
déficit de heteroci gotos, en las poblaciones de Öland I. y Bedford B.
TABLA X
Frecuencias 9,enotípicas y alélicas de la amplificación de la región no repetitiva del gen de la
proteína polifenólica adhesiva del biso (NRPP)
Poblaciones
edulis	 Al.  galloprovincialis	 .11 frossulus
YE	 MA	 PE	 PA	 RA	 BA	 DE	 01	 BB	 EL
220	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 1
220/180	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 10	 -
220/168	 -	 -	 -	 -	 -	 1	 1
180
180/168
180/126
30
-
9
3
30
-
-
-
-
-
-
-
-
-
14
-
- - -
168 _ 16 - - - _ - 7 27 30
168/126 - 1 - - - - -
126 6 - 2 7 56 30 29 -
FI 30 35 30 27 56 30 2 9 3 2 30 30
220(p) -
1 0.300 1
-
-
-
-180(q)
- -
-
0.172
0.594
0.067
-
168(r) 0.471 0.234 0.933 1
126(s) - 0.229 1 I 1 1 - -
P 0** - - 0.063 0.101
D -0.820** - - -0.389** -0.464*
YE. Yerseke: MA. 's'e of Man: PE. Prince Edward Island: PA, Puerto A guirre: RA, Ría de Arosa: BA, Balcobo;
DE, Delta del Ebro; 01, Oland Island; BB, Bedford Basin: EL, Esquimalt Lagoon; n, número de individuos
analizados: P, probabilidad de las frecuencias alélicas y equilibrio Hardy-Weinberg según el algoritmo descrito por
Guo & Thompson (1992); D. Índice de Selander; correcciones Dunn-Sidák, *cx<0.05 **a<0.01
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4.1.6. Análisis filogenético del género Mytilus mediante secuencias de copia única
Se ha realizado un análisis filolzenético de las diez poblaciones del género Mytilus
analizadas mediante los marcadores de ADN nuclear, basados en PCR. PHI-1. CaMl, Glu-5 N'
NRPP. Para ello, se aplicaron los métodos de inferencia basados en matrices de distancias.
UPGMA y Neighbor-Joining. Las distancias entre pares de poblaciones para los polimorfismos
de dichos marcadores, se calcularon según el método de la distancia genética de Cavalli-Sforza
(Cavalli-Sforza & Edwards. 1967) y la estimación de las filogenias se realizó con el programa
informático de análisis filogenético PHYLIP. Para comprobar la fiabilidad de cada árbol, se
realizó un remuestreo por el método bootstrap.
La TABLA XI representa la distancia genética de Cavalli-Sforza. para los polimorfismos de
PHI-1. CaMl. Glu-5' y NRPP. entre pares de poblaciones. A nivel intraespecífico, se observa
que entre las poblaciones de M edulis las más próximas son Yerseke y Prince Edward I. y las
más alejadas Yerseke y P. Aguirre. Entre las poblaciones de M galloprovincialis, la distancia
más corta se observa entre las poblaciones de Baleobo y R. Arosa y las poblaciones más
distantes son Balcobo y D. Ebro. Las poblaciones más próximas de M trossulus son las de
Esquimalt L. y Bedford B. y las más alejadas Esquimalt L. y Öland I.
En general, las poblaciones que presentan las distancias más cortas son las poblaciones de
Balcobo y R. Arosa, ambas de la costa Noroeste española, y las distancias más grandes se
observan entre las poblaciones de P. Aguirre y Esquimalt L., localizadas en el Océano Pacífico.
En la FIGURA 11 se muestra el árbol filogenético generado por el método UPGMA,
observándose que las poblaciones pertenecientes a la especie M galloprovincialis se agrupan en
un cluster junto con la población de P. Aguirre (M e. chilensis); la población de Öland Island se
agrupa con las poblaciones pertenecientes a M edulis y el resto de poblaciones de M. trossulus
están juntas en otro cluster. Por otro lado, se puede observar que los clusters de M edulis y M
galloprovincialis están más próximos entre sí, que cualquiera de ellos con respecto al cluster de
M trossulus.
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TABLA XI
Matriz de distancias genéticas de Cavalli-Sforza*
edulis M galloprovincialis trossulus
Poblaciones YE MA PE PA RA BA DE 01 BB EL
YE -
MA 0.344 -
PE 0.044 0.313
PA 0.656 0.476 0.628 -
RA 0.744 0.492 0.724 0.051 -
BA 0.743 0.526 0.732 0.027 0.011
DE 0.755 0.512 0.769 0.127 0.068 0.077
01 0.171 0.229 0.151 0.706 0.698 0.746 0.727 -
BB 0.767 0.581 0.930 1.103 1.096 1.110 1.091 0.647
EL 0.999 0.747 1.133 1.146 1.096 1.110 1.091 0.915 0.166
*Cavalli-Sforza & Edwards, 1967. YE, Yerseke; MA, Isle of Man; PE, Prince Edward Island: PA, Puerto Aguirre;
RA, Ría de Arosa: BA, Balcobo; DE, Delta del Ebro: 01, Öland Island; BB, Bedford	 EL, Esquimalt Lagoon.
FIGURA 11. Árbol UPGMA obtenido a partir del polimorfismo generado por las
amplificaciones de PHI-1, CaMl. Glu-5" y NRPP. Los valores de bootstrap mayores
de 500 se han señalado sobre los nodos.
Esquimal L.
Bedford B.	 trossulus
Öland I.
Yerseke
Prince E.
M. edulis
I. Man
P. Aguirre
R. Arosa
Balcobo	 M. galloprovincialis
D. Ebro
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4.2. SECUENCIACIÓN DEL ADN SATÉLITE Apa I
La estrategia seguida en el diseño de primers para amplificar los tres tipos de secuencias
ADN satélite Apa 1. consistió en buscar pares de primers que. solapándose en los extremos.
amplifiquen unidades monoméricas lo más perfectas posibles. Así, en el caso del satélite tipo I
las secuencias de los primers son SlF: 5'-TTC CAT ATC AAC CAC ACA TT-3'. que se une
desde las posiciones nucleotídicas 44 hasta 63. y S1B: 5'-AAT ACG TAA ,ATG GGC AAC TT-
3'. que se une desde las posiciones nucleotídicas 24 hasta 43 (FIGURA 12A). Para el satélite tipo
II. las secuencias de los primers son S2F: 5'-ACC AAA ACT CCC AAA ATC AA-3'. que se
une desde las posiciones nucleotídicas 32 hasta 51, y S2B: 5'-CCC AAC AGT TTA GGA ATT
AG-3', que se une desde las posiciones nucleotídicas 12 hasta 31 (FIGURA 12B). Por último, las
secuencias de los primers del satélite tipo III son S3F: 5'-GTC ACC CTA CCG CTA CTT TG-
3', que se une desde las posiciones nucleotídicas 98 hasta 117. y S3B: 5'-CAT CCA CCT TCT
TIC GTT CA-3'. que se une desde las posiciones nucleotídicas 73 hasta 92 (FIGURA 12C). Así.
mientras en el caso de las secuencias tipo I y tipo II el solapamiento de los primers y las
amplificaciones de las unidades monoméricas son perfectas, en el caso del las secuencias tipo III
las unidades monomericas amplificadas por PCR tendrán una longitud de —161pb.
De acuerdo a las condiciones de PCR citadas en Material y Métodos (apartado 3.11), se
amplificó ADN genómico de diferentes especies del género etilos y de la especie Terna
canaliculus con los primers diseñados para los tres tipos de secuencias ADN satélite Apa I. Las
poblaciones utilizadas fueron las siguientes: (1) Yerseke para la especie M. edulis. (2) P. Aguirre
para M e. chilensis, (3) Balcobo para M galloprovincialis, (4) Esquimalt L. para M. trossulus,
(5) Point no point para M cahfornianus y (6) Golden Bay para P. canaliculus. Los productos de
PCR correspondientes al dímero para cada tipo de secuencias satélite se ligaron al plasmido
pGEM® I Easy y los plásmidos recombinantes fueron introducidos en cepas ,IM 109 de E. coli.
La selección de los clones recombinantes se realizó entre aquellos que presentaban el
dímero tras digerir el ADN plasmídico con Eco R1. la cual libera el inserto, y observar los
resultados en geles de agarosa al 1%, para evitar la lectura y posterior análisis de las secuencias
de los primers. De esta forma, en la secuenciación de los correspondientes insertos únicamente
se tienen en cuenta las unidades de repetición tal como aparecen en las FIGURAS 12 a 17.
Se seleccionaron 20 clones para las secuencias ADN satélite tipo I: tres para M edulis
(pEYE101, pEYE110 y pEYE112), tres para M e. chilensis (pChPA107. pChPA108 y
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PChPA109), cinco para M galloprovincialis (pGBA102, pGBA110, pGBA111, pGBA112 y
pGBA113), tres para M trossulus (pTEL101, pTEL110 y pTEL112), tres para M californianus
(pCaP104, pCaP105 y pCaP106) y tres para P. canaliculus (pPcGB102, pPcGB107 y
pPcGB108). Las secuencias nucleotídicas de estos clones tienen una longitud de 346pb, excepto
pChPA108, pChPA109 y pCaP105 que son de 348pb y pCaP104 y pCaP106 que tienen una
longitud de 340 y 350pb, respectivamente.
Para las secuencias ADN satélite tipo II, se secuenciaron 16 clones: tres para M edulis
(pEYE206, pEYE207 y pEYE208), tres para M e. chilensis (pChPA214, pChPA215 y
pChPA216), tres para M galloprovincialis (pGBA201, pGBA202 y pGBA203), tres para M
trossulits (pTEL207, pTEL208 y pTEL209), uno para M c4fornianus (pCaP213) y tres para P.
canaliculus. (pPcGB231, pPcGB232 y pPcGB234), cuyas secuencias nucleotídicas tienen una
longitud de 322pb, excepto el clon pTEL209 que es de 320pb.
En el caso de las secuencias ADN satélite tipo EH, fueron seleccionados 16 clones: dos
para M edulis (pEYE312 y pEYE313), tres para M e. chilensis (pChPA301, pChPA302 y
pChPA303), tres para M galloprovincialis (pGBA314, pGBA315 y pGBA316), tres para M.
trossulus (pTEL305, pTEL306 y pTEL307), tres para M cahfirnianus (pCaP301, pCaP302 y
pCaP303) y dos para P. canaliculus (pPcGB305 y 1PcGB316). Las secuencias nucleotídicas de
los mismos tienen una longitud de 329pb, excepto pGBA314 y pGBA316 que son de 323pb y
pGBA315 de 325pb.
4.2.1. Análisis de la variabilidad intraespecifica
La FIGURA 12 muestra las secuencias nucleotídicas de M. edulis para los tres tipos de ADN
satélite Apa I, así como las correspondientes consenso derivadas de las mismas. Estas secuencias
presentan un elevado grado de homología interna, alrededor del 97% para el satélite tipo I, del
96% para el tipo II y del 100% para el tipo III. Entre ellas difieren entre 3 y 7 nucleótidos en el
caso de las tipo I y entre 4 y 9 nucleótidos en las de tipo II, no encontrándose agrupados los sitios
variables en ninguna región específica. Las secuencias tipo I y tipo II presentan una divergencia
promedio del 1.3% y del 2.0% con sus respectivas consensos y las desviaciones están
restringidas a la sustitución de nucleótidos, al no observarse inserciones y/o deleciones. Los tres
tipos de secuencias son ricas en AT (53.8% las tipo I, 66.9% las tipo II y 55.0% las tipo III) y
presentan repeticiones directas perfectas y repeticiones inversas. En las tipo I se observan cuatro
-61 -
Estudio molecular de secuencias de mejillón
repeticiones directas perfectas de 6 ó 7 nucleótidos y una repetición inversa de 5 nucleótidos que
se encuentra tres veces en la secuencia consenso (FIGURA 12A). En las tipo II, las cuatro
repeticiones directas y las tres invertidas son secuencias de 5-7 nucleótidos y las repeticiones
invertidas 1 y 2 se encuentran tres veces en la secuencia consenso (FIGURA 12B). Las tipo III
también contienen cuatro repeticiones directas e inversas de 6 y 7 nucleótidos y de las cuatro
repeticiones inversas observadas, sólo una de ellas (inversión 1) se encuentra tres veces en la
secuencia consenso (FIGURA 12C).
FIGURA 12. Secuencias consenso y monoméricas del ADN satélite Apa I de M edulis.
(A) Unidades monoméricas del satélite tipo I
C. pEYE1 CGTC	 GGT TCAAAGTTGC CCATTTACGT ATTTTCCATA TCAACCACAC
2	 3 * ______4 *
pEYE101
pEYE110
pEYE112
1 
4-
C pEYE1 ATTCGGTACT-CTTCGGCATA TCCCTACGGC AAAGTTCCGA ACGGGACCTA GCTCATTTTA
	
*	 4	 2
pEYE101	 	  T	 C 
pEYE110 	 C	 T 
pEYE112
C. pEYE1 AAGGTATTGA CCCAAGCTAT TCCCCACTTA AATATTTTTC TGGGATCCGG GCC
3
pEYE101
pEYE110
pEYE112
(B) Unidades monoméricas del satélite tipo II
2
	 >
I	 I	 I 
>	 *	 *	
2
>
C. pEYE2 CTTTTTGGCC CCTAATTCCT AAACTGTTGG AACCAAAACT CCCAAAATCA ATCCCAAACT
>I	 -5-*	 2>
	 >3
pEYE206	 	 A 	  
pEYE207	 	  G	 A	 C 
pEYE208
3	 3
C. pEYE2 TCCTTTTA1MOMMICRIMM TTGTGTTTAA ATTTCATAGA TTTCTATTTA CTTATACTAA
4
pEYE206
pEYE207
pEYE208
A
- 62 -
Resultados
FIGURA 12 (continuación)
2
*
C. pEYE2 AGTTATGCAA GAAAAATGCT TATTTGGGTC C
..., ...--
*	 *
4	 >
pEYE206 	 A 	 A 	
pEYE207	 C 	  T 	
pEYE208
(C) Unidades monomericas del satélite tipo III
C. pEYE3 CAGGCAACCT TAAGCAAGTG CCTATCATTT GTGCCTAGrj-MaragMi CTTTGCCGTA
	>1	 1	 7	 4
3 pEYE312
pEYE313
2
--->	 	*
C. pEYE3 GGGAAAATTT TATGAACGAA AGAAGGTGGA TGGTAGGGTC ACCCTACCGC TACTTTGGAC
--* 1_4
pEYE312
pEYE313
4	
4 3	 3	 2 *
C. pEYE3 CTCAAAAAAA AAAGTTCCGT AACTTTACCC ACCTGGGTAT TTGGGTC
-	 3
pEYE312
pEYE313
Se han sefialado las distintas repeticiones directas e inversas con -flechas continuas y flechas discontinuas,
respectivamente. Las secuencias homólogas a las secuencias consenso de las cajas A (5'-TGGCNNAGT-GG) y B
(5'-GGTTCGANNCC) de los promotores internos de los genes ARNt se han sombreado en gris oscuro y gris claro,
respectivamente. La numeración de las repeticiones directas e inversas es la misma para todas las secuencias de un
tipo determinado en todas las especies analizadas; así, la secuencia nucleotídica de la repetición directa I es la
misma en todas las especies analizadas.
Las secuencias nucleotídicas de los clones de M. e. chilensis para los tres tipos de ADN
satélite Apa 1, así como las consenso estimadas a partir de las mismas se observan en la FIGURA
13. Cuando las secuencias de los tres clones del satélite tipo I son comparadas entre sí, la
homología interna es de alrededor del 96% y el número de sitios polimórficos varía entre 2 y 10,
no apareciendo agrupados en ninguna región específica. El clon que tiene una menor divergencia
con la secuencia consenso es el pChPA107 (0.6%), ya que las desviaciones de la misma están
restringidas a una sustitución nucleotídica. Los clones pChPA108 y pChPA109 tienen una
longitud de 174pb, debido a la inserción de 1 pb en la posición 76 y 142 respectivamente, y
presentan una divergencia del 5.8% y del 1.2% con respecto a la consenso. Los clones
43
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secuenciados para el satélite tipo II tienen una longitud de 161 pb y presentan una homologia
interna del 95% entre ellas, siendo el número de sitios polimórficos entre 5 y 12, y una
divergencia promedio del 2.5% con su consenso. Los clones secuenciados para el satélite tipo III
tienen una longitud de 167pb y presentan una homologia interna del 92% entre ellas, siendo el
número de sitios polimórficos entre 13 y 16, y una divergencia promedio del 4.2% con la
consenso. En las secuencias tipo II y tipo III, no se han observado inserciones y/o deleciones,
estando las desviaciones de las consenso restringidas a sustituciones de nucleótidos. Los tres
tipos de secuencias son ricas en Al (53.6% las tipo I, 65.2% las tipo II y 54.3% las tipo III) y
presentan repeticiones directas perfectas y repeticiones inversas. En las secuencias tipo I, se
observan cuatro repeticiones directas perfectas de 5-7 nucleótidos y cuatro repeticiones inversas
de 5 ó 6 nucleótidos. En este caso, la repetición inversa 1 sólo se encuentra dos veces en la
consenso (FIGURA 13A). Las secuencias tipo II contienen cinco repeticiones directas perfectas de
5-7 nucleótidos y cuatro repeticiones inversas de 6 y 7 nucleótidos, de las cuales la repetición
directa 2 y la inversión 1 se encuentra tres y cuatro veces, respectivamente, en la consenso
(FIGURA 13B). En las secuencias tipo III, se observan cuatro repeticiones directas perfectas de 6
ó 7 nucleótidos y de las cuatro repeticiones inversas de 6 nucleótidos, sólo una de ellas
(inversión 1) se encuentra tres veces en la consenso (FIGURA 13C).
FIGURA 13. Secuencias consenso y monoméricas del ADN satélite Apa I de M e. chilensis.
(A) Unidades monoméricas del satélite tipo I
2	 2 
C. pChPA1 CGTCTZAMMICIMIRACGT TCAAAGTTGC CCATTTACGT ATTTTCCATA TCAACCACAC
1	 2	 > 	 >
pChPA107
pChPA108
pChPA109
3	 1	 4 
-›
C. pChPA1 ATTCGGTASAC. CMACATA TACCTACGGC AAAGTTCCGA ACCGGACCTA GCTCATTTAA
*	 >	 2
pChPA107
pChPA108(1) 	
pChPA109(2) 
	
C(1)
C. pChPA1 AAGGTATGGA CTCAAGCTAT TCCCCACTTA AATATTTTTC TGGGATCCGG GCC
3
pChPA107
pChPA108	 T 	 TC	 G. .TG 	  
pChPA109
T (2)
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FIGURA 13 (continuación)
(B) Unidades monoméricas del satélite tipo II
4
i	 4 	 1	 1	 4 >	 ›*	 * 	 	 +
C. pChPA2 CCTTTTTGGC CCCTAATTCC TAAACTGTTG GGACCAAAAC TCCCAAAATC AATCCCAACC
I	 2	 ?	 Y
3pChPA214 	 c	
pChPA215 	 A	 A 
pChPA216
3	 3
*
C. pChPA2 TTCCTTTTATMIIIMMOOMOORTTGTGTTTA AATTTCATAG ATTTCTATTT ACTTATACTA
4
pChPA214	 	 GA 	
pChPA215
pChPA216
< 2 
C. pChPA2 AAGTTATGGT GegggWAäCA AAAAAAATGC TTATTTGGGC C
)	 >4
pChPA214
pChPA215 	 A	 A 
pChPA216
2
(C) Unidades monoméricas del satélite tipo III
5	 5>
C. pChPA3 CAGGCAAGCT TAGGCAAGTG CCTATCATTT GTACCTA
---
CTTTGCCGTA
pChPA301
pChPA302	
	 TG 	
pChPA303
I	 I	 I
	
--*	 *.	 4- 	
C. pChPA3 GGGAAAATTT TATGAACGAA AGAAGGGGGA TGGTAdbGTC ACCCTACCGC TACTTTGGAC
_
	
—7>	 n _____> 4•	 4
pChPA301 	 G 	AA 	
pChPA302 
	 T	 G	 C A.A 	
pChPA303
	
	  G 	
4 
3	 3	 >	 4 >	 *	 *
C. pChPA3 CTCAAAAAAA AAAGTTCCGT AACTTTACCC ACCTGGGTAT TTGGGCC
2 	
3
pChPA301
pChPA302	 A 
pChPA303
Se han señalado las distintas repeticiones directas e inversas con flechas continuas y flechas discontinuas,
respectivamente. Las secuencias homólogas a las secuencias consenso de las cajas A (5'-TGGCNNAGT-GG) y B
(5'-GGTTCGANNCC) de los promotores internos de los genes ARNt se han sombreado en gris oscuro y gris claro,
respectivamente.
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En la FIGURA 14 se observan las secuencias nucleotídicas de los tres tipos de ADN satélite
Apa] para los clones de M. galloprovincialis y las correspondientes consenso derivadas. Las
secuencias tipo I presentan un elevado grado de homología interna, alrededor del 96%, y entre 2
y 12 sitios variables que no aparecen agrupados en ninguna región específica. La divergencia
promedio de estas secuencias con respecto a su consenso es del 2.7% y no se han observado
inserciones y/o deleciones. Los clones secuenciados para el satélite tipo II presentan una
homología interna del 93% entre ellos y una divergencia promedio del 4.0% con la consenso. El
número de sitios polimórficos entre los tres clones varía entre 5 y 11. El clon pGBA202 muestra
una mayor divergencia con la secuencia consenso (8.1%), debido a la presencia de 10 sitios
variables, una inserción de 1 pb en la posición 79 y una deleción de lpb en la posición 161. Así
mismo, el clon pGBA203 presenta una inserción de 1 pb en la posición 101 y una deleción de
1 pb en la posición 140, aunque presenta una menor divergencia con la consenso (1.2%). Las
secuencias tipo III también presentan una homología interna del 93% y el número de sitios
polimórficos varía entre 9 y 13. El clon que tiene una menor divergencia con la consenso es el
pGBA315 (2.4%), ya que las desviaciones de la misma están restringidas a sustituciones
nucleotídicas. Los clones pGBA314 y pGBA316 tienen una longitud de 164pb, debido a una
deleción de 1 pb en las posiciones 122 y 8 respectivamente. Estos tres tipos de secuencias son
ricas en AT (55.0% las tipo I, 65.3% las tipo II y 53.8% las tipo III) y presentan repeticiones
directas perfectas y repeticiones inversas. En las secuencias tipo I, se observan cinco repeticiones
directas perfectas de 6 y 7 nucleótidos y una repetición inversa de 5 nucleótidos (FIGURA 14A).
Las secuencias tipo II contienen cuatro repeticiones directas de 5-7 nucleótidos y tres invertidas
de 6 y 8 nucleótidos (FIGURA 14B). En las secuencias tipo III también se observan tres
repeticiones directas y cuatro inversas de 6 y 7 nucleótidos, de las cuales sólo la inversión 1 se
encuentra tres veces en la secuencia consenso (FIGURA 14C).
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FIGURA 14. Secuencias consenso y monoméricas del ADN satélite Apa 1 de M
galloprovincialis.
(A) Unidades monoméricas del satélite tipo I
C. pGBA1 CGTC .AillifflAGGT TCAAAGTTGC CCATTTACGT ATTTTCCATA TCAACCACAC
1
	
2	 3	 4
5pGBA102	 T
pGBA110
pGBA111 	 A	 A 
pGBA112	 T 	
pGBA113
I	 I >	 *
C. pGBA1 ATTCGGTAAIMIMPACATA TCCCTACGGC AAAGTTCCGA ACCGGACCTA GCTCATTTCA
t	 t 4 > 2	 5
pGBA102 	 T	
pGBA110 	 T	 A	
pGBA111 	 T	 T	 T 
pGBA112 	 T	 T	 A	
pGBA113
C. pGBA1 AAGGTATTGA TTCAAGCTAT TCCCCACTTA AATATTTTTC TGGGATCCGG GCC
>> 3
pGBA102
pGBA110	 	 TG 	
pGBA111
pGBA112
	 	 TG 	
pGBA113
(B) Unidades monoméricas del satélite tipo II
I	 5	 I >	 >	 *
C. pGBA2 CTTTTTTGGC CCCTAATTCC TAAACAGTTC AGACCACAAC TCCCAAAATC AATACCAACC
-÷	
›.I	 6	 5
pGBA201 	 T	 A	 C A 
pGBA202 	 T	 A  CG A  T 
pGBA203
6	 6 4	
	 > *
C. pGBA2 TTCCTTTTG T	 TGTGTCAAA ATCTCATAGA TTTCTATTTA CTTAAACTAA
--->
6	 7
pGBA201
pGBA202(1) 
	
A 	TT 	
pGBA203(2)
C. pGBA2 AGTTAlgäkaagÜCAA GAATAATGCT TACTTGGGCC C
7
	 >
pGBA201
pGBA202
pGBA203
A 
-r
Ay )
	A(2)
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FIGURA 14 (continuación)
(C) Unidades monoméricas del satélite tipo III
I4
C. pGBA3 CAGGCAAGCT TAGGCAAGTG CCTATCATTT GTACCTAGMeallie CTTTGCCGTA
	 >
5	 5	 3	 4
pGBA314 	 T	 G	 A  T
pGBA315 	 C	 G	 T 
pGBA316 	 c	 CC 	 c 	
	
2'	
	>
C. pGBA3 GGGAAAATTT TATGAACGAA AGAAGGTGGA TGGeedebeeCCTACCGC TACTTTGGAC
4
pGBA314
pGBA315
pGBA316	 T 	 G	 C A 	
3
4
	>
C. pGBA3 CTAAAAAAAA AGTTCCGTAA CTTTACCCAC CTGGGTATTT GGGCC
3
pGBA314
pGBA315
pGBA316
Se han señalado las distintas repeticiones directas e inversas con flechas continuas y flechas discontinuas,
respectivamente. Los asteriscos (*) representan deleciones. Las secuencias homólogas a las secuencias consenso de
las cajas A (5'-TGGCNNAGT-GG) y B (5'-GGTTCGANNCC) de los promotores internos de los genes ARNt se
han sombreado en gris oscuro y gris claro, respectivamente.
La FIGURA 15 muestra las secuencias nucleotídicas de M. trossulus para los tres tipos de
ADN satélite Apa I, así como las correspondientes consenso derivadas de las mismas. Las
secuencias tipo I muestran una homología interna de alrededor del 96% y entre ellas difieren
entre 4 y 8 nucleótidos. Los tres clones secuenciados tienen una longitud de 173pb, presentan
una divergencia promedio del 1.7% con su consenso y las desviaciones están restringidas a
sustituciones de nucleótidos. Las secuencias tipo II muestran una homología interna de alrededor
del 97% y el número de sitos polimórficos entre ellas varía entre 2 y 7 nucleófidos. La
divergencia promedio de estas tres secuencias con su consenso es del 1.9%. En este caso, los
clones pTEL207 y pTEL208 presentan una inserción de 1 pb en las posiciones 131 y 115
respectivamente, siendo el clon pTEL208 el más divergente de la consenso (3.7%). Las
secuencias tipo III presentan una homología interna de alrededor del 98% y entre ellas difieren
entre 2 y 5 nucleótidos. La divergencia promedio de este tipo de secuencias con su consenso es
del 1% y, al igual que en las tipo I, las desviaciones están restringidas a sustituciones de
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nucleótidos al no observarse inserciones y/o deleciones. Al igual que en los casos anteriores,
estos tres tipos de secuencias son ricas en AT (54.2% las tipo I, 64.8% las tipo II y 54.6% las
tipo III) y presentan repeticiones directas perfectas y repeticiones inversas. Las secuencias tipo I
contienen cinco repeticiones directas perfectas de 6 ó 7 nucleótidos y una repetición inversa de 5
nucleótidos que se encuentra tres veces en la consenso (FIGURA 15A). En las tipo II, las cinco
repeticiones directas y las cuatro invertidas son secuencias de 5-7 nucleótidos y las repeticiones
invertidas 1 y 7 se encuentran tres veces en la consenso (FIGURA 15B). En las secuencias tipo III
también se observan cuatro repeticiones directas y tres inversas de 6 y 7 nucleótidos, de las
cuales sólo la inversión 1 se encuentra cuatro veces en la consenso (FIGURA 15C).
FIGURA 15. Secuencias consenso y monoméricas del ADN satélite Apa I de Al trossulits.
(A) Unidades monoméricas del satélite tipo I
C. pTEL1 CGTCLG11~2MAGGT TCAAAGTTGC CCATTTACGT ATTTTCCATA TCAACCACAC
	 >	 	 > ->
2 >
	
3	 4
5pTEL101
pTEL110 	 A 
pTEL112
	 T 
I	 I	 1 
>	 >	 4-
C . pTEL1 ATTCffleeeTTC9GCATA TCCCTACGGC AAAGTTCCGA ACGGGACCTA GCTCATTTCA
*	 *	 4	 '2	 5
pTEL101
pTEL110 	 A 
pTEL112 	
C. pTEL1 AAGGTATTGA CCCAAGCTAT TCCCCACTTA AATATTTTTC TGGGATCCGG GCC
pTEL101
pTEL110
pTEL112
(B) Unidades monoméricas del satélite tipo II
7	 7 
> 4>1	 4 	 I	 1 ).-	 >4-	 *	 *
C. pTEL2 CTTTTTGGCC CCTAATTCCT AAACTGTTGG GACCAAAACT CCCAAAATCA ATCCCAACCT
____*
1	 2 	
___7__*	
Y 	
->
pTEL207 	 3'	 A	
5
pTEL208	 .0 	
pTEL209
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FIGURA 15 (continuación)
3	 3
>
C. pTEL2 TCCTTTTAIME1~ TTGTGTTTAA ATTTCATAGA TTTCTATTTA CCTATACTAA
1 	 	 5
pTEL207(1) 	
pTEL208(2)
pTEL209
7 
C. pTEL2 AGTTATddgebilWAdCAA GAATAATGCT TATTTGGGTC
G .T 	
pTEL207
pTEL208	 C.
pTEL209
4 A 
C (2)
(C) Unidades monoméricas del satélite tipo III
C. pTEL3 CAGGTAACCT TAGGCAAGTG TCTATCATTT GTACCTAG 	 CTTTGCCGTA
2	 4
pTEL305
	
3 
pTEL306
pTEL307
I	 I	 I	 I
--*	 >	 <	 <	
C. pTEL3 GGGAAAATTT TGTGAACGAA AGAAGGTGGA TCGTAGGGTC ACCCTACCCC TACTTTGGAC
-->	 t--> t 	 6	 >4	 >4	 6
pTEL305 	 G	 G	 G 
pTEL306	 	  A
pTEL307
3 
3
	
4	 4 >
C. pTEL3 CTCAAAAAAA AAAGTTCCGT AACTTTACCC ACCTGGGTAT TTGGGCC
2 	 3
pTEL305
pTEL306
pTEL307
Se han señalado las distintas repeticiones directas e inversas con flechas continuas y flechas discontinuas,
respectivamente. Las secuencias homólogas a las secuencias consenso de las cajas A (5'-TGGCNNAGT-GG) y B
(5'-GGTTCGANNCC) de los promotores internos de los genes ARNt se han sombreado en gris oscuro y gris claro,
respectivamente.
Las secuencias nucleotídicas de los clones analizados de M. californianus para los tres
tipos de ADN satélite Apa I, así como las consenso estimadas a partir de las mismas se observan
en la FIGURA 16. Las tipo I presentan una homología interna del 95% y entre ellas difieren entre
5 y 13 nucleótidos. Estas secuencias presentan una divergencia promedio del 4% con la consenso
y las desviaciones de la misma se deben a sustituciones nucleotídicas, inserciones y/o deleciones.
Así, el clon pCaP104 tiene una longitud de 171pb y presenta sustituciones en 8 nucleótidos y 5
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deleciones de 1 pb situadas en las posiciones 55, 75, 119, 136 y 153. El pCaP105 tiene una
longitud de 1 73pb y presenta sustituciones en 4 nucleótidos, una inserción de lpb en la posición
40 y una deleción de 2pb en las posiciones 16 y 17. Ambas presentan una homología del 92%
entre ellas y una divergencia del 7.4% y 4.6% con la consenso, respectivamente. Las secuencias
tipo III presentan una homología interna del 91% y entre ellas difieren entre 1 y 22 nucleótidos.
La divergencia promedio de estas secuencias con la consenso es del 4.4%. El clon pCaP302
exhibe una desviación importante con respecto a la consenso (12.6%), ya que presenta
sustituciones en 21 nucleótidos, no observándose inserciones y/o deleciones. Al igual que en los
casos anteriores, estos tres tipos de secuencias son ricas en AT (56.8% las tipo I, 59.6% la tipo II
y 56.7% las tipo III) y presentan repeticiones directas perfectas y repeticiones inversas. En las
secuencias tipo I, se observan cuatro repeticiones directas perfectas de 5-8 nucleótidos, de las
cuales la inversión 9 se encuentra tres veces en la consenso, y tres repeticiones inversas de 5 y 6
nucleótidos (FIGURA 16A). Las secuencias tipo II contienen cuatro repeticiones directas de 5 y 6
nucleótidos y cinco repeticiones inversas de 5 y 7 nucleótidos, de las cuales sólo la inversión 8 se
encuentra tres veces en la consenso (FIGURA 16B). En las secuencias tipo III, sólo se han
observado dos repeticiones directas perfectas y cuatro inversas de 6 y 7 nucleótidos, de las cuales
la repetición directa 4 y la inversa 1 se encuentran tres y cuatro veces, respectivamente, en la
consenso (FIGURA 16C).
FIGURA 16. Secuencias consenso y monoméricas del ADN satélite Apa 1 de M. caernianus.
(A) Unidades monoméricas del satélite tipo I
5
C. pCaP1 TAATACGTAA ATGGGCGAAC TTTGMMegetalgeRGGCA GAAGGGGCCG GATTTCAGAA
6	 >*7
9pCaP104	 * 
pCaP105(1) 
	
 C** 	  c ...... . C.	 C.	 C.
pCaP106
6
	 C(I)	 5
C. pCaP1 AAATATTTAA GTGGCAAATA GCTTIMAfflegt. TTTGA AATGAGCTAG GTCCGGTTCG
pCaP104	 ..........	
•	 • * .....	 .G ...... T.	 ...A .. ? ......... G...
pCaP105
pCaP106
I	 6	 I
->.	 <
C. pCaP1 GAACTTTGCC GTAGGGATAT GTCGATGAGT ACCGAATGTG TGGTTGATAT GGAAA
6	 8	 8
9pCaP104 	 G	 *	 T 	 A* 	
pCaP105
pCaP106
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FIGURA 16 (continuación)
(B) Unidades monoméricas del satélite tipo II
1	 1	 8	 9>	 *	 )..	 ----
C. pCaP2 CCTTTTTGGC CCCTAATTCC TAAACTGTTG GGACCAAAAC TCCCAAAATC AATCCCAGCA
->	
,-›-1 '	 2	 ---"›
-1-
pCaP213
10 
> II
	 1	 1
C. pCaP2 TTCCCTII- AC CTTGTGGTAC AATGTCAGAG AGATCCATAC ACTAACACAC
-	 1.-
pCaP213
8
10 	 9	 8
4-
C. pCaP2 AAGTTATGTC . I'ddeltellgAC AAAAATGCTT ATTTTTCGGC C
8	 *
pCaP213
(C) Unidades monoméricas del satélite tipo III
1
C. pCaP3 CAGGCAACTT TAGGTAAGTG TCTATCATTT GTTCCTAGIMIII~ CTTTGCCGTA
7	 4
pCaP301
pCaP302
pCaP308
6	 7	 1
--*
C. pCaP3 GGGAGTTTTT ATTTAATTGA AGTAGGGGGA TGGTAGGGg„ , ACCCTACCGC TACTTTGGAC
- ->	 ->
4	 er	 4
pCaP301
pCaP302	 ....T ..... TA.G..CGA.	 ..A...T...	 ..........	 ..A ..... CA A.G 	
pCaP308	
6 
7	 3	
• 3
C. pCaP3 CTCAATTATA AAAGTTCTGT AACTTTACCC ACCTGGGTCT TTGAGTC
7
pCaP301	 T 	
pCaP302 	 A	 c	 T	 G	
pCaP308
Se han señalado las distintas repeticiones directas e inversas con flechas continuas y flechas discontinuas,
respectivamente. Los asteriscos (*) representan deleciones. Las secuencias homólogas a las secuencias consenso de
las cajas A (5'-TGGCNNAGT-GG) y B (5'-GGTTCGANNCC) de los promotores internos de los genes ARNt se
han sombreado en gris oscuro y gris claro, respectivamente.
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Al amplificar ADN genómico de P. canaliculus con los primers diseñados para amplificar
los tres tipos de secuencias ADN satélite Apa I, se obtuvieron fragmentos cuyo peso molecular
era similar al obtenido en las especies del género Mytilus. Por ello se clonaron y secuenciaron,
obteniéndose las secuencias que se muestran en la FIGURA 17. Los clones secuenciados presentan
una elevada homología interna, siendo del 96% para las tipo I, del 98% para las tipo II y del
100% para las tipo III. Los sitios variables no aparecen agrupados en ninguna región específica y
no se han observado inserciones y/o deleciones. Al igual que en casos anteriores, estos tres tipos
de secuencias son ricas en AT (53.6% las tipo I, 65.6% las tipo II y 56.3% las tipo III) y
• presentan repeticiones directas perfectas y repeticiones inversas. En las secuencias tipo I, se
observan cinco repeticiones directas perfectas de 6 y 7 nucleótidos, observadas en las especies
del G. MY tí us , y tres repeticiones inversas de 5 y 6 nucleótidos, de las cuales la inversión 7 se
encuentra tres veces en la consenso (FIGURA 17A). Las secuencias tipo [I contienen cuatro
repeticiones directas de entre 5 y 7 nucleótidos y tres invertidas de 6 nucleótidos. Dichas
repeticiones están presentes en las especies del G. Mytilus, y la inversión 1 se encuentra tres
veces en la consenso (FIGURA 17B). En las secuencias tipo III se observan dos repeticiones
directas de 7 nucleótidos y cuatro repeticiones inversas de entre 6 y 7 nucleótidos, de las cuales
la inversión 1 se encuentra tres veces en la consenso (FIGURA 17C). Por otro lado, hemos
obtenido una secuencia de 220pb al secuenciar el producto de PCR resultante de la amplificación
con los primers diseñados para las secuencias satélite tipo II de Myfilus. Las posiciones 1 a 130
corresponden a los nucleótidos comprendidos entre las posiciones 32 a 161 de la unidad
monomérica tipo II obtenida para esta especies. Dicha secuencia es rica en AT (65.8%) y
contiene seis repeticiones directas perfectas de 6 nucleótidos, de las cuales la repetición 11 esta
presente cuatro veces, y tres repeticiones inversas de 5-8 nucleótidos, de las cuales la inversión
2' se encuentra cuatro veces en la secuencia (FIGURA 17D).
FIGURA 17. Secuencias consenso y monoméricas de Perna canaliculus.
(A) Unidades monoméricas tipo I
7
C.pPcGB1 CGTClärierwUrghga4AGGT TCAAAGTTGC CCATTTACGT ATTTTCCATA TCAACCACAC
2	 3	 4
pPcGB102
pPcGB107
pPcGB108
Estudio molecular de secuencias de mejillón
FIGURA 17 (continuación)
6
	 >
C.pPcGB1 ATTCGGTACW_TCGACATA TCCCTACGGC AAAGTTCCGA ACCGGACCTA GCTCATTTCA
	
*	 4	 2	 5
pPcGB102 	
pPcGB107 	
pPcGB108	 G  G
7
	 -*
6	 7
C.pPcGB1 AAGGTATTGA TCCAAGCTAT TTGCCACTTA AATATTTTTC TGGGATCCGG GCC
->
5	 3
pPcGB102 	
pPcGB107 	
pPcGB108 	  AT 	
(B) Unidades monoméricas tipo II
2
C,pPcGB2 CTTTTTGGCC CCTAATTCCT AAACTGTTGG GACCAAAACT CCCAAAATCA ATACCAACCT
----* 2	 2	 5
pPcGB231 	
pPcGB232 	
pPcGB234
3	 3
->
C.pPcGB2 TCCTTTTAMBE TTGTGTTTAA ATTTCATAGA TTTCTATTTA CTTATACTAA
* ----*
1 	 	 5
4
pPcGB231 	
pPcGB232 	
pPcGB234 	
2
C.pPcGB2 CGTTATGGWG CQAAAAWAA GAAAAATGCT TATTTGGGTC C
4
pPcGB231 	
pPcGB232
pPcGB234
(C) Unidades monoméricas tipo III
C.pPcGB3 TAGGCAACCT TAGGCAAGTG TCTATCATTT GTACCTAG- 	 CTTTGAGGTA
D	 5'	 4
T.T 	
pPcGB305
pPcGB316
C,pPcGB3
pPcGB305
pPcGB316
2	 18
--*	 4- -
GGGAATTTTT TATGAACGAA AGAAGGTGGA TGGTAeedillRECCTACCGC TACTTTGGAC
4	 * 4
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3	 3	 2
<- 	
 4- 	
C .pPcGB3 CTCAATTAAA AAAGTTCTGT AACTTTACCC ACCTGGGTCT TTGGGTC
pPcGB305
pPcGB316
FIGURA 1 7 (continuación)
(D) secuencia de 220pb
	 >	
	 >
ACCAAAACTC CCAAAATCAA TCCCAACCTT
	
9	 >	 3' ,
TTTCATTGAT TTCTATTCAC TTTTACCAAA
	
-->	
->9
CCTTTTGTGG TCATAAACCT TGTGTCAAAA
GTTAGAGTGC GAAAACTAAA AGTATTCGGA
->
9	 9
	 -> * 	
CGACGACAAC AACGACGCCA ACGTGATAGC AATATACGAC GAAAAATTAA AATTTTTGCA
lo
8
	
2'
4--
GTCGTATAAA AATTTGGCCC CTAATTCCTA AACTGTTGGG
Se han señalado las distintas repeticiones directas e inversas con flechas continuas y flechas discontinuas,
respectivamente. Las secuencias homólogas a las secuencias consenso de las cajas A (5'-TGGCNNAGT-GG) y B
(5'-GGTTCGANNCC) de los promotores internos de los genes ARNt se han sombreado en gris oscuro y gris claro,
respectivamente.
El análisis de estos tres tipos de secuencias repetitivas de Mytilus y Perna también reveló
que contenían regiones de gran semejanza con las secuencias consenso de las cajas A (5'-
TGGCNNAGT-GG) y B (5'-GGTTCGANNCC) del promotor interno de los genes ARNt y 5S
(FIGURAS de la 12 a la 17). El grado de homología encontrado entre los tres tipos de secuencias y
las cajas A y B es el siguiente: (1) para las secuencias consenso tipo I de todas las especies
analizadas, la homología con la secuencia de la caja A es del 63.6%, excepto para M
califOrnianus que es del 54.6% y con la secuencia de la caja B es del 63.6%, excepto para M.
califbrnianus que es del 81.8%; (2) para las secuencias consenso tipo II, la secuencia de la caja A
en todas las especies analizadas presenta una homología del 45.5%, excepto M caíd" brnianus
que es del 54.6%, y la homología con la secuencia de la caja B es del 81.8%, excepto M
galloprovincialis y M trossulus que es del 72.7% y M cahl brnianus que es del 54.6%; y (3)
para las secuencias consenso tipo III de Ad edulis, M. e. chilensis, M. galloprovincialis y M
trossulus la homología con la secuencia de la caja A es del 63.6% y para M calernianus y P.
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canaliculus es del 54.6% y la homología con la secuencia de la caja B es del 63.6% en todas las
especies analizadas. La separación entre los tramos de secuencias homólogas a las cajas A y B es
de 48 nucleótidos en las secuencias tipo I, de 46 nucleótidos en las tipo II, excepto en M
galloprovincialis y M californianus que es de 45 y 49 nucleótidos respectivamente, y de 41
nucleótidos en las secuencias tipo III.
Por último, se realizó una búsqueda de secuencias homólogas en la base de datos del
GenBank y de la EMBL con el programa BLASTN 2.1.1 (Altschul et al., 1997) . Las secuencias
consenso tipo I de las especies analizadas presentan una homología superior al 50% con la
secuencia de ADN altamente repetitivo Apa I de M edulis (X61120), las tipo II con la secuencia
de ADN altamente repetitivo Apa I de M edulis (X61119) y las tipo III con la secuencia de ADN
repetitivo Apa I de M edulis (A.1249690.11MED249690). No se encontraron otras secuencias de
ADN que superasen el 50% de homología con las secuencias consenso para los tres tipos de
secuencias repetitivas.
4.2.2. Análisis de la variabilidad interespecifica entre dones de ADN satélite
Para comparar los tres tipos de secuencias ADN satélite Apa I entre las cinco especies del
G. Mytilus estudiadas, se realizó el alineamiento múltiple de todos los clones para cada tipo de
secuencias ADN satélite. La divergencia interespecífica se ha calculado midiendo la variabilidad
media por posición nucleotídica utilizando todas las comparaciones posibles entre los distintos
clones de las especies que se comparan para cada tipo de secuencias ADN satélite. Por otro lado,
se calcularon las distancias entre pares de clones mediante el método de Kimura dos parámetros
y Finalmente se realizaron los árboles de secuencias aplicando los métodos Neighbor-Joining y
principio de máxima parsimonia.
En la FIGURA 18 se puede observar que las unidades monomericas de las satélite tipo I de
las cinco especies de Mytilus tienen una longitud de monómero de 173pb, excepto en el caso de
los clones pChPA108, pChPA109 y pCaP105 que es de 174pb y los clones pCaP104 y pCaP106
que es de 170 y 175pb respectivamente. Así mismo, las secuencias de los clones pEYE101 y
pTEL101 son iguales y el menor número de sitios polimórficos, a nivel interespecífico, lo
muestran las secuencias de los clones pEYE112 y pTEL101 que únicamente varían en 3
nucleótidos. El análisis de estas secuencias, revela un elevado grado de homología interna,
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alrededor del 95% entre todos los clones, excepto los pertenecientes a M californianus los
cuales presentan una homología promedio con el resto de los clones del 37%. La menor
divergencia interespecífica (0.02) la presentan las secuencias de los clones de M edz,dis y M
trossidus y la mayor divergencia (0.63) las secuencias de los clones de M californianus con el
resto de especies. Estas secuencias son ricas en AT, con un contenido medio del 52.60%. De las
repeticiones directas perfectas e inversas descritas anteriormente, las directas 1 a 4 se encuentran
en todas las especies, excepto en M californianus; aunque, únicamente la "repetición 2"
(CAAAGTT) está presente en todos los clones (FIGURA 18). La "inversión 1" se encuentra en
todas las especies analizadas.
FIGURA 18. Alineamiento de las diferentes unidades monomericas donadas de las secuencias tipo 1.
Cons. 1 CGTC	 TCAAAGTTGC CCATTTACGT ATTTTCCATA TCAACCACAC ATTCGG----
	 >2	 3
pEYE101
pEYE110 	 A
pEYE112
pChPA107 	
pChPA108 	
pChPA109 	
pGBA102	 T 	
pGBA110
pGBA111 
	
A	 A	
pGBA112
	 T 	
pGBA113
pTEL101
pTEL110 
	
A	
pTEL112
pCaP104	 	 TAAT. .GTA.AT..G CG..CT...
	 GG.-.G. AGGGG.CGGA T.-.A.AAAA
pCaP105	 	 TAAT. .GTA.AT..0 --..CT...A A.CGC.--.. GG.GC...G. CGGG..CGGA T...A.AAAA
pCaP106
	
	 TAAT. .GTA.AT..G CG..CT...A A.CG..--.. GG.GG.-.G. AGGGG.CGGA T...A.AAAA
Cons. 1 ggeggggggg 
-ACATATCCC TACGGCAAA- -GTTCCGAAC CGGACCTAGC TCATTTCAAA GGTATTGACC
pEYE101
	
	 TT 	 G
pEYE110 	 T	  C 	 T 	 T	 T 
pEYE112 	 T	  	 G 	  
pChPA107 	 A	 A	 G  T
pChPA108 	
 C	 T 
pChPA109 
	 A	 A	 G  T
pGBA102 
	 T 	T
pGBA110 	 T	 A 	TT
pGBA111	 T 	 T 	 T	 T 
pGBA112 	 T	 T	 A 	TT
pGBA113	
	 TT
pTEL101	 	 TT 	 G 	 G	
pTEL110	 	 TT 	 G	 A 	 T	 C 
pTEL112	
	 TT	 GA 	
 G 	 T 
1	 4-
pCaP104	 A..T..AAGT G.-.A. .AGG .TIMERIMMIgg.TT...A T.AGGTAG.T CAGG..-GG. AC.T.G.CGT
pCaP105	 A..T..AAGT G...A..AG. .TG..TC..T ACC.TT
...A T.AG.TAG.T C.GG...GG. AC.T.GCCGT
pCaP106	 A..T..AAGT G...A..AG. .TG..TC..T ACC.TT
...A T.AG.TAG.T C.GG...GG. AC.T.GCCGT
	 >1
7. 4	 2
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FIGURA 18 (continuación)
Cons, 1 CAAGCTATT- CCCCACTTA- --AATATTTT TCTGGGATCC GGGCC
3
pEYE101	 	  173
pEYE110
	
	  173
pEYE112
	
	  173
pChPA107 	  173
pChPA108	 .. G.... TG 	 G	   174
pChPA109	 T  T 	  174
pGBA102 	 T	  173
pGBA110	 	  TG 	  173
pGBA111 	 T	  173
pGBA112	 	  TG 	  173
pGBA113	 	  173
pTEL101
	
	  173
pTEL110	 G	  173
pTEL112
	
	  173
pCaP104	 AGG-A...GT TGATGAG..A .G...G.G.G GT..AT..GG AAA-- : 170
pCaP105	 AGG.A...GT .GATGAG..0 CG...G.G.G GT..AT..GG AAA-- : 174
pCaP106	 AGG.A...GT .GATGAG..0 CG...G.G.G GT..AT..GG AAA-- : 175
Los puntos (.) son sitios que no varían con respecto a la secuencia consenso estimada a partir de todos los clones,
excepto los de M. californianos; mientras que las posiciones variables, tanto a nivel intra- como interespecífico se
han indicado en la figura. Los guiones (-) representan gaps. Las repeticiones directas e inversas se han señalado con
flechas continuas y flechas discontinuas, respectivamente. Las secuencias homólogas a las secuencias consenso de
las cajas A (5'-TGGCNNAGT-GG) y B (5'-GGTTCGANNCC) de los promotores internos de los genes ARNt se
han sombreado en gris oscuro y gris claro, respectivamente.
En la TABLA XII, se muestran los valores de la relación transiciones/transversiones (ns/nt)
y el número de sitios polimórficos de los 17 clones de este tipo de secuencias satélite. Por otro
lado, se puede observar que las diferencias entre todos los clones son relativamente homogéneas
oscilando el número de sitios polimórficos generalmente entre 5 y 15, exceptuando los
pertenecientes a M californianos los cuales presentan la mayor divergencia siendo ésta de
alrededor de 100 sitios variables con el resto de los clones. En cuanto a la relación ns/nt, en
general se observan valores mayores que 1, excepto en el caso de M californianos respecto al
resto de clones, los cuales varían entre 0.80 y 0.92.
En la TABLA XIII se muestran las distancias de Kimura dos parámetros de las secuencias
tipo I, observándose que las distancias entre los clones pertenecientes a una misma especie son
generalmente menores que las observadas entre clones de distintas especies, siendo las
secuencias más próximas las pertenecientes a las especies M edulis y M. irossulus y las más
alejadas las de M californianos con respecto al resto de especies.
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En la FIGURA 19 se muestra el árbol obtenido para las secuencias tipo I. tras aplicar el
método Nei ghbor-Joinin g . En dicha figura. se observa un cluster que agrupa las tres secuencias
monoméricas de M. califOrnianus soportado por un valor de &mistral) muy elevado. En general.
las secuencias monoméricas de una misma especie aparecen más íntimamente relacionadas entre
ellas que con respecto a las demás especies, aunque éstas no se encuentran localizadas en un
único cluster. Así mismo, se comprueba que existe una relación más directa entre los clones de
galhprovincialis y los de Al e. chilensis por un lado y los de Al. edulis y trossulus por
otro. El árbol que resulta aplicando el método de máxima parsimonia (FIGURA 20) muestra una
topología bastante similar al de Neighbor-Joining, localizándose los tres clones de .11
califOrnianus en un cluster soportado por valores de bootstrap muy elevado. En este caso. los
clones de Al e. chilensis y M galloprovincialis están en único cluster, aunque el valor de
bootstrap es menor del 50%.
FIGURA 19. Árbol de secuencias monomericas del ADN satélite tipo I. mediante el metodo
Neighbor-Joining. Los valores de las proporciones de bootstrap mayores del 50% se han
señalado sobre los nodos.
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FIGURA 20. Árbol bootstrap consenso de máxima parsimonia según el método de ramificar y
acotar (branch and bound) de las secuencias monomericas del ADN satélite tipo 1. con un Índice
de Consistencia CI=0.872 y un indice de Retención RI=0.921. Los valores de las proporciones
de bootstrap mayores del 50% se han señalado sobre los nodos.
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Los 13 clones secuenciados para el satélite tipo II (FIGURA 21) tienen una longitud de
monómero de 161pb. excepto el clon pTEL209 que tiene 160pb. El análisis de estas secuencias
revela una homologia interna promedio de alrededor del 91% entre todos los clones y del 93%,
excluyendo la secuencia de pCaP213, la cual presenta una homología promedio del 76% con el
resto de los clones. La menor divergencia interespecífica (0.04) la presentan los clones de M.
ecluli.v y M. trossulus y la mayor divergencia la secuencia de M califOrnianus con el resto de
especies. y en particular con los clones de M e. c:hilensis y M galloprovincialis (0.16). Todas
estas secuencias son ricas en AT (65.22%) y de las repeticiones directas perfectas e inversas
descritas anteriormente la directa 1 y la inversión 1 están presentes en todas las especies
analizadas, aunque ninguna de ellas se encuentra en todos los clones.
Resultados
FIGURA 21. Alineamiento de las diferentes unidades monomericas clonadas de las secuencias
tipo II.
I	 1	 I 
->	 4-	 *
Cons. 2 CCTTTTTGGC CCCTAATTCC TAAACTGTTG GGACCAAAAC TCCCAAAATC AATCCCAACC TTCCTTTTAt
---->
I	
--> —
I
pEYE206
	 	  AA 	 AC 	 A 
pEYE207	
pEYE208 
	
A	 A 
pChPA214 	 C	 T 	GA...
pChPA215 	 A	 A 
pChPA216 	
pGBA201	 T 	 C 	 A	 G 
pGBA202	 T 	 T 	AA C. A. TC 	  
pGBA203
	
T	 A	  C 	 C	 A	 G 
pTEL207
	 -	  
pTEL208	 -.0 	
pTEL209
	 - 	
pCaP213	 G  A	 C. MIME
4-
Cons. 2 ffliatUWA- ' -TTGTGTTTA AATTTCATAG A-TTTCTATT TACTTAT-AC TAAAGTTATG GToggp444
pEYE206	 C	 A	
pEYE207	 	 C 	 c 	 T 
pEYE208
pChPA214	 G	 G 
pChPA215	 A 
pChPA216 	
pGBA201	 c - 	 CA. 	 C	 A 	T 	
pGBA202	 	 T 	
pGBA203
	
	
CA. 	 C	 A	 A 	T 	
pTEL207 	 C 	CGA 	
pTEL208 	 G	 c	 C	
pTEL209 	 c	 G	
pCaP213	 ...... G.AC ...G ...G.. ..GA..C..A C...A.C... AC
	  TCT.-.G..G
---
Cons. 2 §CAAGAAAAA TGCTTATTTG --GGTC-
pEYE206 	 	 161
pEYE207	
	  161
pEYE208
	
	  161
pChPA214	 C	
  161
pChPA215	 A  A	
  161
pChPA216	 ....A ...............	 ....C.. 	 161
pGBA201	 ....... T..	 ...... C...	 ....C.0 : 161
pGBA202	 ....... T..	 ..........	 ....C..
	 :	 161
pGBA203	 ...-...T..	 ...... C...	 ....C.0 : 161
pTEL207 	 T	
  161
pTEL208 	 T	
  161
pTEL209 	 T	
  160
pCaP213	 TT -C 	 T TC..C.. : 161
Los puntos ( . ) son sitios que no varían con respecto a la secuencia consenso estimada a partir de todos los clones,
mientras que las posiciones variables, tanto a nivel intra- como interespecífico se han indicado en la figura. Los
guiones (— ) representan gaps. Las repeticiones directas e inversas se han señalado con flechas continuas y flechas
discontinuas, respectivamente. Las secuencias homólogas a las secuencias consenso de las cajas A (5'-
TGGCNNAGT-GG) y B (5'-GGTTCGANNCC) de los promotores internos de los genes ARNt se han sombreado
en gris oscuro y gris claro, respectivamente.
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En la TABLA XIV, se muestran los valores de la relación transiciones/transversiones (ns/nt)
y el número de sitios polimórficos de los 13 clones de las secuencias satélite tipo II. A nivel
interespecífico, las que presentan menor número de sitios polimórficos son las de los clones
pEYE208 y pChPA216 y, al igual que en las secuencias tipo I, el mayor número de sitios
variables lo presenta la secuencia de M californianus (pCaP213) respecto al resto y, en
particular, con el clon pGBA202. Por otro lado, las secuencias tipo II de M galloprovincialis
presentan un mayor número de sitios polimórficos con respecto al resto de los clones, a
diferencia de lo observado en las tipo I. La relación entre el número de transiciones y
transversiones (ns/nt) es, en general, menor que en el caso del satélite anterior, siendo de
aproximadamente 1 entre todos los clones, exceptuando de nuevo el clon de M californianus
cuya relación varía entre 0.64 y 0.86.
TABLA XIV
Valores de la relación transiciones/transversiones (ns/nt) y número de sitios polimórficos de las
secuencias monoméricas tipo II
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pEYE206 - 1,00 3.00 1.17 0.25 2.00 1.00 0.60 0.90 0.80 1.50 1.25 0.86
pEYE207 9 - 0.50 0.57 1.33 1.00 0.80 1.14 0.89 0.50 1,00 0.20 0.68
pEYE208 4 6 - 0.80 0.67 3.00 1.00 0.56 0.89 0.75 1.00 0.67 0.80
pChPA214 13 10 9 - 1.00 0.75 0.73 0.58 0.67 0.71 0,83 0.67 0.65
pChPA215 5 7 5 12 - 1.50 1.11 0.88 1.25 1.00 1.25 1.00 0.76
pChPA216 6 6 4 7 5 - 1.00 0.75 0.88 1.33 2.00 1.50 0.74
pGBA201 18 17 16 19 19 14 - 0.78 0.00 1.13 1.29 1.14 0.67
pGBA202 16 16 14 19 15 14 16 - 1.75 1.14 100 0.88 0.67
pGBA203 19 17 17 20 18 15 5 11 - 1.29 1.13 1.00 0.64
pTEL207 9 6 7 12 6 7 17 15 16 - 1.33 1.00 0.81
pTEL208 10 6 6 11 9 6 16 16 17 7 - 1.50 0.81
pTEL209 9 6 5 10 8 5 15 15 16 2 5 - 0.80
pCaP2 1 3 39 37 36 38 37 33 40 45 41 38 38 36 -
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En la TABLA XV se muestran las distancias de Kimura dos parámetros de las secuencias
tipo II. observándose que generalmente los clones pertenecientes a cada una de las especies están
bastante próximos entre sí. A nivel interespecífico, las distancias más pequeñas se observan entre
los clones de Al. eclulis y Al trossulus y las distancias más grandes entre los clones de Al.
califfirnianus y los de M galloprovincialis. Sin embargo, se puede observar que las distancias
entre el clon de M califbrnianus con el resto de clones son menores que las obtenidas
previamente para las secuencias tipo I.
TABLA XV
Distancias de Kimura dos parámetros (Kimura, 1980) de las secuencias monomericas tipo 11
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pEYE206 _	 0.065 0.025 0.086 0.032 0.039 0.122 0.107 0.131 0.059 0.066 0.059 0.301
pEYE207
- 0.038 0.072 0.045 0.039 0.122 0.107 0.116 0.039 0.039 0.039 0.281
pEYE208
- 0.059 0.032 0.026 0.108 0.093 0.116 0.045 0.039 0.032 0.273
1C11PA214
- 0.079 0.045 0.129 0.128 0.138 0.079 0.072 0.065 0.288
pChPA215
- 0.032 0.130 0.100 0.123 0.039 0.059 0.052 0.279
pChPA216
- 0.093 0.093 0.101 0.045 0.039 0.032 0.244
pGBA201
- 0.107 0.032 0.116 0.109 0.101 0.309
pGBA202
- 0.073 0.101 0.108 0.100 0.356
pGBA203
- 0.109 0.117 0.109 0.319
pTEL207
- 0.045 0.013 0.291
pTEL208
- 0.032 0.291
pTEL209
- 0.273
pCaP213
-
En la FIGURA 22 se muestra el árbol obtenido para las secuencias tipo II, aplicando el
algoritmo Neighbor-Joining. De nuevo, se observa un cluster que agrupa todos los clones
excepto el de M caltf.
 Ornianus y las secuencias de una misma especie están más relacionadas que
"L
	 pTEL207
pTEL209
	 pTEL208
	 pEYE207
1
.1 . 1. trossulus
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en el caso de las secuencias tipo I. Así. los clones de M. galloprovincialis están agrupados en un
cluster soportado por un valor de bootstrap muy elevado y los clones de M. edulis y M. trossulus
en otro, si bien el valor de bootstrap para este es menor del 50%. El árbol de máxima parsimonia
(FIGURA 23) muestra que los clones de M. galloprovincialis están agrupados en cluster soportado
por un nivel de confianza elevado; sin embargo, los clones de M edulis, M. e chilensis y M.
trossulus no se agrupan en clusters perfectamente definidos.
FIGURA 22. Árbol de secuencias monoméricas del ADN satélite tipo 11. mediante elos métod
Neighbor-Joining. Los valores de las proporciones de bootstrap mayores del 50% se han
señalado sobre los nodos.
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51 
— pEYE208
pEYE206
pChPA215
} M. galloprovincialis
} i. calernianus
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pGBA202
90 pGBA201
pChPA214
pGBA203
pChPA216
pCa P213
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pChPA215
pEYE206
pChPA216
pChPA214
pCaP213
ResulIctclos
FIGURA 23. Árbol bootstrap consenso de máxima parsimonia según el método de ramificar y
acotar (branch and bound) de las secuencias monoméricas del ADN satélite tipo II, con un
Índice de Consistencia CI=0.826 y un Índice de Retención RI=0.659. Los valores de las
proporciones de bootstrap mayores del 50% se han sefialado sobre los nodos.
1
114. galloprovincialis
M. frossulus
} Al. californianus
La FIGURA 24 muestra las unidades monoméricas del satélite tipo III de las cinco especies
de Mytilus analizadas, cuya longitud de monómero es de 167pb, excepto en el caso de los clones
1GBA314 y pGBA315 que es de 164 y 165pb, respectivamente. El análisis de estas secuencias,
revela una homología interna de alrededor del 91% entre todos los clones. En este caso, los
valores de divergencia interespecífica observados entre todos los clones son menores, siendo los
clones pertenecientes a M. edulis los menos divergentes y, como en los casos anteriores, los
clones de M calernianus los más divergentes con respecto al resto de especies. La menor
divergencia interespecífica (0.05) la presentan las secuencias de M edulis y M trossulus y la
mayor divergencia (0.16) las secuencias de M e. chilensis y M galloprovincialis con Ad.
californianus. Estas secuencias son ricas en AT (54.49%) y de las repeticiones directas perfectas
e inversas observadas anteriormente en este tipo de secuencias, la directa 4 y las inversiones 1 y
3 están presentes en todas las especies analizadas, aunque no en todos los clones.
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FIGURA 24. Alineamiento de las diferentes unidades monoméricas clonadas de las secuencias
tipo III.
1
-,..	
	 >
Cons. 3 CAGGCAACCT TAGGCAAGTG CCTATCATTT GTACCTAGNIII CTTTGCCGTA GGGAAAATTT
4
pEYE312	 	 AGCAAGTG	 ...... ,...	 ..G.....	 ..............................
pEYE313 	 A	 G 
pChPA301 	 G	 C	 T 
pChPA302 	 	 TG 	
pChPA303 	 G 	T 	 T	
pGBA314 	 G	 T	 G	 A  T 	
pGBA315 	 G	 C	 G	 T	
pGBA316 
	
-	 C	 C C 	 C 	
 T	 G .
pTEL305 	 T 	 T 	
pTEL306 	 	 T 	
pTEL307 	 T 	 T 	
pCaP301	 ........ T 	 .T	 T 	 T	 G C 	 GTT.
pCaP302	 T	 	  T .........	 .T .......	 ..G C	 G.	 ........ C.	 ....TTT.
pCaP308 	 T	 T	   T 	 T	  C 	 GTT.
1	 1	 3 
	 -›	 * 	 	 ->
Cons. 3 TATGAACGAA AGAAGGTGGA TGGTeGeMCCTACCGC TACTTTGGAC CTCAAAAAAA AAAGTTCCGT
	
11"- 4------).— -	 t
pEYE312
pEYE313
pChPA301 	 G 	 GAA 	 G 
pChPA302	 G	 C A.A 	 A
pChPA303	 G 	 G	 C	 G 
pGBA314
pGBA315 	
pGBA316	 C A 	 A 
pTEL305	 .G 	 G	 G
pTEL306	 .G	 C A 	 C 
pTEL307	 .G 	
pCaP301	 AT.T..TTG 	 T	  	 T	 .TT.T	 T 
pCaP302	 A 	 CA A.G 	 TT 	
pCaP308	 AT.T..TTG 	 T	 G 	 TT.T	 T	
3 
*
Cons. 3 AACTTTACCC ACCTGGGTAT TTGGGCC
pEYE312	 T 	 167
pEYE313	 T 	 167
pChPA301	 ................ T...	 : 167
pChPA302 	  167
pChPA303 	  167
pGBA314	 	  164
pGBA315
	
	  165
pGBA316	 	  164
pTEL305	 	  167
pTEL306
	
	  167
pTEL307	 	  167
pCaP301 	 C	 A T	   167
pCaP302	 ..........	 ....T...C.	 ..... T.	 :	 167
pCaP308	 .............. ...C.	 .A.T.	 : 167
Los puntos . ) son sitios que no varían con respecto a la secuencia consenso estimada a partir de todos los clones,
mientras que las posiciones variables, tanto a nivel intra- como interespecífico se han indicado en la figura. Los
guiones ( — ) representan gaps. Las repeticiones directas e inversas se han señalado con flechas continuas y flechas
discontinuas, respectivamente. Las secuencias homólogas a las secuencias consenso de las cajas A (5'-
TGGCNNAGT-GG) y B (5'-GGTTCGANNCC) de los promotores internos de los genes ARNt se han sombreado
en gris oscuro y gris claro, respectivamente:
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Resultados
En la TABLA XVI. se muestran los valores de la relación transiciones/transversiones (ns/nt)
y el número de sitios polimórficos de los 14 clones de este tipo de secuencias ADN satélite. A
nivel interespecífico. las secuencias que presentan menor número de sitios polimörficos son las
de los clones de M edulis y el clon pTEL307 y el mayor número de sitios variables se observa
entre pCaP301 y los clones pChPA302 y pGBA316. La relación ns/nt es en general menor que 1
entre todos los clones y, a diferencia de los análisis anteriores, no existen diferencias entre los
coeficientes de los clones de M californianus con respecto al resto de clones.
TABLA XVI
Valores de la relación transiciones/transversiones (ns/nt) y número de sitios polimórficos de las
secuencias monoméricas tipo III
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pEYE312 - * 2.25 0.57 0.67 0.50 0.80 0.57 3.00 2.00 6.00 0.67 0.33 0.60
pEYE313 O - 2.25 0.57 0.67 0.50 0.80 0.57 3.00 2.00 6.00 0.67 0.33 0.60
pCliPA301 13 13 - 0.78 1.17 0.75 1.14 0.80 2.25 1.14 1.80 0.82 0.58 0.77
pCliPA302 11 11 16 - 0.18 0.22 0.25 0.43 0.44 0.67 0.67 0.60 0.57 0.55
pCliPA303 10 10 13 13 - 0.22 0.33 0.25 0.67 0.44 0.57 0.71 0.37 0.65
pGBA314 9 9 14 11 11 - 0.29 0.30 0.50 0.44 0.57 0.65 0.33 0.59
pGBA315 9 9 12 10 8 9 - 0.33 0.80 0.50 0.67 0.59 0.26 0.53
pGBA316 11 11 18 10 15 13 12 - 0.56 0.83 0.83 0.46 0.33 0.41
pTEL305 8 8 13 13 10 12 9 14 - 0.00 0.00 0.60 0.35 0.53
pTEL306 9 9 15 10 13 13 12 11 5 - 0.00 0.56 0.43 0.50
pTEL307 7 7 14 10 11 11 10 11 3 2 - 0.63 0.43 0.56
pCaP301 25 23 31 32 29 28 27 32 24 28 26 - 0.57 co
pCaP302 20 20 30 22 26 24 24 24 23 20 20 22 - 0.50
pCaP308 24 24 30 31 28 27 26 31 23 27 25 1 21 -
* = indeterminación
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En la TABLA XVII se muestran las distancias de Kimura dos parámetros de las secuencias
tipo III. En este caso. las distancias entre clones de una misma especie. en general. no son
inferiores a las observadas a nivel interespecifico. Así, las distancias más pequeñas se observan
entre los clones de M edulis y M trossulus y las distancias más grandes entre los clones de M.
californianus y el resto de especies, si bien estas distancias son menores que las observadas
previamente tanto para las secuencias tipo I como para las secuencias tipo II.
TABLA XVII
Distancias de Kimura dos parámetros (Kimura. 1980) de las secuencias monoméricas tipo III
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pEYE312
-	 0 0.083 0.069 0.062 0.057 0.057 0.070 0.050 0.056 0.044 0.167 0.131 0.160
pEYE313
- 0.083 0.069 0.062 0.057 0.057 0.070 0.050 0.056 0.044 0.167 0.131 0.160
pChPA301
- 0.103 0.082 0.091 0.077 0.119 0.083 0.096 0.090 0.214 0.205 0.206
pChPA302
- 0.082 0.070 0.063 0.064 0.082 0.062 0.062 0.221 0.145 0.213
pChPA303
- 0.070 0.050 0.098 0.062 0.082 0.069 0.198 0.175 0.190
pGBA314
- 0.057 0.086 0.077 0.084 0.070 0.194 0.163 0.186
pGBA315
- 0.078 0.057 0.077 0.063 0.185 0.162 0.177
pGBA316
- 0.091 0.070 0.070 0.226 0.163 0.218
pTEL305
- 0.031 0.018 0.160 0.152 0.152
pTEL306
- 0.012 0.190 0.131 0.182
pTEL307
- 0.175 0.131 0.167
pCaP301
- 0.145 0.006
pCaP302
- 0.138
pCaP308 -
En la FIGURA 25 se muestra el árbol obtenido para las secuencias tipo III, que resulta
aplicando el método Neighbor-Joining. Como en los casos anteriores, se observa un cluster que
define perfectamente a los clones de M califfirnianus. Para este tipo de secuencias, los clones de
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Resultudos
M. trossulus están agrupados en un cluster soportado por un valor de bootstrap menor que en el
caso anterior. El resto de clones pertenecientes a Al. edulis, Al e. chilensis y Al. galloprovincialis
están agrupados en un clusters cuyos niveles de confianza, aunque elevados, son menores que en
los casos anteriores. La FIGURA 26 muestra el árbol generado por el principio de máxima
parsimonia. en la que se puede observar unos coeficientes de confianza elevados en los nodos
que soportan los clusters de los clones de M. californianus, Al. edulis y Al. tros.sulus.
FIGURA 25. Árbol de secuencias monoméricas del ADN satélite tipo III. mediante el método
Neighbor-Joining. Los valores de las proporciones de bootstrap mayores del 50% se han
señalado sobre los nodos.
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FIGURA 26. Árbol bootstrap consenso de máxima parsimonia según el método de ramificar
acotar (branch and bound) de las secuencias monoméricas del ADN satélite tipo I. con un Índice
de Consistencia CI=0.873 y un Índice de Retención RI=0.846. Los valores de las proporciones
de bootstrap mayores del 50% se han señalado sobre los nodos.
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4.3. ANÁLISIS FILOGENÉTICO DE LAS SECUENCIAS CONSENSO DEL ADN
SATÉLITE Apa I
Se estudiaron las relaciones de parentesco entre las secuencias consenso obtenidas para las
cinco especies de Mytilus y las obtenidas para P. canaliculus; incluyéndose, en este análisis las
secuencias consenso ADN satélite Apa I de M edulis descritas por Ruiz-Lara et al. (1992) y
Ruiz-Lara (1993), denominadas como "M edulis*". Al igual que en los análisis anteriores, la
fuente de datos de la que se parte en todos los métodos empleados fue el alineamiento múltiple
de las secuencias consenso realizado mediante el CLUSTAL X. Posteriormente, se calculó la
matriz de distancias según el método de Kimura dos parámetros y se analizaron las relaciones
filogenéticas mediante los métodos de Neighbor-Joining y principio de máxima parsimonia.
En la FIGURA 27 se muestra el alineamiento de las siete secuencias consenso para el
satélite tipo I, observándose que la secuencia de M californianus presenta una divergencia
Re.WdhldOS
resto de secuencias debido a la presencia de alrededor de 100 sitios variables. La variación entre
las restantes secuencias consenso se localiza principalmente entre las posiciones nucleotidicas 75
a 87 y entre las posiciones 126 a 139.
FIGURA 27. Alineamiento múltiple de las secuencias consenso tipo 1
M.edulis*
•
	
	
M.edulis
M.e.chilensis
M.galloprovincialis
M.trossulus
M.californianus
P.canaliculus
CGTCTGGCCA CCACAGAGGT TCAAAGTTGC CCATTTACGT ATTTTCCATA TCAACCACAC
TAAT. .GTA.AT..G CG..CT...A A.CG..GT.- G.GGC-AGA. GGGG..GG.
M.edulis*	 ATTCGG	 TACTCTTCG- GCATATCCCT ACGGCAAAG- -TTCCGAACC GGACCTAGCT
M.edulis	 	 G 	
M.e.chilensis	 c 	 A 	 A	
M.galloprovincialis	 c 	 A 	
M.trossulus 	 T 	 G 	
M.californianus	 T.CA.AAAAA ..T.TAAGTG ...A..AG.. TG..TC..TA CC.TT ...AT .AG.TAG.TC
P.canaliculus	 c 	 A 	
M.edulis*	 CATTTTAAAG GTATTGACCC AAGCTATT-C CCCACTTA-- -AATATTTTT CTGGGATCCG
M.edulis
M.e.chilensis	 A	 G	 T	
M.galloprovincialis 	 C 	 TT 	
M.trossulus
M.californianus	 .GG..CGG.A C.T.GCCGTA GG.A...GT. GATGAG..CC G...G.G.GG T..AT..GGA
P.canaliculus	 C	  	 T G 	
M.edulis*	 GGCC
M.edulis
M.e.chilensis
M.galloprovincialis
M.trossulus
M.californianus	 AA--
P.canaliculus
Los puntos ( . ) son sitios que no varían con respecto a la secuencia de M.edul is* . mientras que las posiciones
variables se han indicado en la figura. Los guiones (—) representan gap'.
En la TABLA XVIII se observa que la menor distancia se produce entre las dos secuencias
consenso de M. edulis. A nivel interespecifico, las distancias menores son entre las secuencias
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consenso de Al edulis y Al trossulus y entre Al. galloprovincialis y P. canaliculus y la mayor
distancia se observa entre Al califOrnianus y el resto de especies. Por otro lado, la secuencia
consenso de Al e. chdensis se encuentra a una menor distancia de Al galloprovincialis.
TABLA XVIII
Distancias de Kimura dos parámetros (Kimura. 1980) de las secuencias consenso tipo 1
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M edulis*
-	 0.006 0.050 0.031 0.018 1.315 0.038
Al edulLs
- 0.057 0.038 0.012 1.301 0.044
Al e. chilensis
- 0.037 0.063 1.227 0.044
Al galloprovincialis
- 0.038 1.269 0.018
Al trossulus
- 1.217 0.044
Al. californianus
- 1.301
P. canaliculus
-
En la FIGURA 28 se observan los árboles generados por los métodos del vecino más
próximo y el principio de máxima parsimonia para las secuencias consenso tipo I. Como se
puede observar, de los dos árboles el generado por el método de máxima parsimonia es el que
presenta mayores valores de bootstrap. En el árbol Neighbor-Joining se observa una mayor
relación entre las secuencias de Al. caltfornianus y Al trossulus y entre las de P. canaliculus y
Al galloprovincialis (FIGURA 28A). Sin embargo. el árbol generado por máxima parsimonia
agrupa a Al. trossulus con las dos especies de Al edulis y M. e. chilensis con M. califOrnianus
(FIGURA 28B).
51 
	
100
58
(B)
Resufiados
FIGURA 28. Árboles filog,enéticos de las secuencias consenso del satélite tipo 1. (A) Árbol
mediante el método Nei ghbor-Joinintz. (B) Árbol bootstrap consenso de máxima parsimonia
según el método de ramificar y acotar (brandi und bound) con un Índice de Consistencia
CI=0.955 y un Índice de retención RI=0.615. Los valores de las proporciones de boot.sirap
mayores del 50% se han señalado sobre los nodos.
(A)
M califomianus
83
66 	 //	
— M. trossulus
— M. edulis
— M. edulis*
M.e. chilensis
M galloprovincialis
P canaliculus
0.005
distancia
M. edulis*
M. edulis
M. trossulus
M. galloprovincialis
M.e. chilensis
M. califomianus
P. canaliculus
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En el caso de las secuencias consenso tipo II (FIGURA 29), la divergencia de Al.
califfirnianus con respecto al resto de especies también es elevada, aunque el número de sitios
variables es menor que en el caso anterior (alrededor de 35). Por el contrario, el número de sitios
variables entre las secuencias del resto de especies. es  mayor que la observada para las
secuencias tipo I y se localizan de forma aleatoria a lo largo de toda la secuencia. Así, en la
TABLA XIX, se observa que las mayores distancias son entre M califbrnianus y las demás
especies y que las distancias entre las especies restantes entre si son generalmente mayores que
las observadas para las secuencias tipo I.
FIGURA 29. Alineamiento múltiple de las secuencias consenso tipo II
M.edulis*	 CTTTTTTGGC CCCTAATTCC TAAACTGTTG GGACCAAAAC TCCCAAAATC AATCCCAACC
M.edulis	 c 	 A	 A 
M.e.chilensis	 c 	
M.galloprovincialis	 A  C A 	 c	 A	
M.trossulus	 -c 	
M.californianus	 r	 G  A
P.canaliculus	 c	 A	
M.edulls*	 TTCCTTTTGT GGTCATAAAC CTTGTGTTTA AATTTCATAG A-TTTCTATT TACTTAT-AC
M.edulis	 A	
M.e.chilensis 	 A	
M.galloprovincialis 	 CA	 A 
M.trossulus 	  
M.californianus	 ..0 ..... AA.ATGG... ...... G.AC ...G...G.. ..GA.. ..A C...A.C...
P.canaliculus 	
M.edulis*	 TAAAGTTATG GTGCG-AAAA CCAAGAATAA TGCTTATTTG --GGCC-
M.edulis 	 A	 T 
M.e.chilensis 	  A 
M.galloprovincialis 	 T	 c 	 c
M. trossulus 	 G	 T 
M.californianus	 AC 	 - .CT. -G. GTT.0  A 	T TC 	
P.canaliculus	 c	 A	 T	
Los puntos (. ) son sitios que no varían con respecto a la secuencia de M.edulis*, mientras que las posiciones
variables se han indicado en la figura. Los guiones (-) representan gaps.
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TABLA XIX
Distancias de Kimura dos parámetros (Kimura, 1980) de las secuencias consenso tipo II
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›..«
Z.1
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Z..J
`›IC
Z:
..."
1.
::
\...;
•nn
M edulis*
- 0.033 0.019 0.067 0.033 0.248 0.033
M edulis
- 0.026 0.103 0.026 0.275 0.026
M e. chilensis
- 0.088 0.026 0.238 0.026
M galloprovincialis
- 0.103 0.303 0.088
M trossulus
- 0.266 0.026
M californianus
- 0.275
P. canaliculus
-
Los árboles Neighbor-Joining y máxima parsimonia obtenidos para las secuencias
consenso tipo II se observan en la FIGURA 30. Ambos árboles presentan topologias bastante
similares, si bien el generado por máxima parsimonia es más significativo (FIGURA 30B). En
dicho árbol, se observa que M edulis* se localiza con M galloprovincialis en un cluster que se
unirá a M calOrnianus y, posteriormente, se agrupan en un cluster con M. e. chilensis.
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FIGURA 30. Árboles filogenéticos de las secuencias consenso del satélite tipo 11. (A) Árbol
mediante el método Neighbor-Joinine. (B) Árbol bootstrap consenso de máxima parsimonia
según el método de ramificar y acotar (branch und bound) con un Índice de Consistencia
CI=0.927 y un Índice de Retención RI-0.600. Los valores de las proporciones de bootstrap
mayores del 50% se han señalado sobre los nodos.
(A)
5.14 M edulis*
M. galloprovincialis
601
46	
chilensis
	 M. trossulus
	 M. edulis
P. canaliculus
0.05
distancia
M. californianus
(B)
M. edulis*
M. galloprovincialis
M. califomianus
Me. chilensis
M. edulis
M. trossulus
P. canaliculus
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La FIGURA 31 muestra el alineamiento de las siete secuencias consenso para el satélite
tipo HL en la que se observa que la secuencia de M ealifbrnianus es la que presenta mayor
divergencia, si bien en este caso el número de sitios variables con respecto al resto de especies es
menor que en los dos casos anteriores, siendo de alrededor de 26. Sin embargo. el número de
sitios variables entre las secuencias del resto de especies es menor y se localizan principalmente
en los primeros 90 nucleótidos. En este caso, la secuencia de M. edulis. obtenida en este trabajo.
y la secuencia de Al edulis*. obtenida por Ruiz-Lara (1993). presentan una divergencia bastante
alta, debido a la presencia de 10 sitios polimórficos entre ambas. En la TABLA XX se observa que
• las distancias de Al califin-nianus con respecto al resto de especies son las menores de los tres
tipos de secuencias analizadas y, por el contrario, las distancias entre el resto de especies son en
general las mayores de estos tres tipos de secuencias.
FIGURA 31. Alineamiento múltiple de las secuencias consenso tipo 111
M.edulis*	 CAGGCAAGCT TAGGCAACTG CCTTTCATTT GTACCTAGTG AGCAAAACAG CTTTGCCGTA
M.edulis	 C.	 A.	 G.	 .A	 G .	 G 	  
M.e.chilensis 	 G	 	 G 	 A
M.galloprovincialis 	 G	 A 	 G 	  
M.trossulus	 T C.	 G. T  A 	 G 	 A
M.californianus	 	 CT	 T G. T  A	 T 	G.G  C A 
P.canaliculus	 T 	 C	 G 	 T 	  	 G.G.C..A.. ..... AG...
M.edulis*	 GGGTAAATTT TATGAACGAA AGAAGGTGGA TGGTAGGGTC ACCCTACCGC TACTTTGGAC
M.edulis
	
M.e.chilensis	
M.galloprovincialis 	
M.trossulus
	
A 
M.californianus	 ...AGTT... AT.T..TTG 	 T	 G 
P.canaliculus	 .A TT 	
M.edulis*	 CTCAAAAAAA AAAGTTCCAT AACTTTACCC ACCTGGG-AT TTGGGCC
M.edulis 	 G	 T	 T 
M.e.chilensis 	 G	 T 
M.galloprovincialls	 -- 	 G	 T 
M.trossulus 	 G	 T 
M.californianus	 	 TT.T 	 TG 	 TC	 .A T.
P.canaliculus	 	 TT 	 TG 	 TO.	 T 
Los puntos ( .) son sitios que no varían con respecto a la secuencia de M.edulis*, mientras que las posiciones
variables se han indicado en la figura. Los guiones (—) representan gaps.
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TABLA XX
Distancias de Kimura dos parámetros (Kimura, 1980) de las secuencias consenso tipo III
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M edulis*
-	 0.064 0.044 0.038 0.070 0.218 0.133
M edulis
- 0.031 0.025 0.044 0.163 0.091
M e. chilensis
- 0.006 0.038 0.163 0.098
Al galloprovincialis
- 0.031 0.170 0.091
Al trossulus
- 0.170 0.098
Al californianus
- 0.112
P. canaliculits
-
En la FIGURA 32 se observan los árboles generados por los métodos del vecino más
próximo y el principio de máxima parsimonia para las secuencias consenso tipo III. Ambos
métodos generan los árboles con mayores valores de confianza, observándose de nuevo una
relación estrecha entre M. edulis* y Al. galloprovincialis y de estos con M. e. chilensis y, por
otro lado, entre Al. califin-nianus y P. canaliculus.
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FIGURA 32. Árboles filogenéticos de las secuencias consenso del satélite tipo III. (A) Árbol
mediante el método Neighbor-Joinin2. (B) Árbol bootstrap consenso de máxima parsimonia
según el método de ramificar y acotar (branch and bound) con un indice de Consistencia
CI=0.951 y un Índice de Retención RI=0.867. Los valores de las proporciones de hoot.suap
mayores del 50% se han señalado sobre los nodos.
e	 (A)
M. edulis
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4.4. AMPLIFICACIÓN DE SECUENCIAS ADN SATÉLITE Apa I
Como ya se ha indicado en el apartado 3.11 de Material y Métodos, se diseñaron primers
específicos para amplificar los tres tipos de secuencias ADN satélite Apa I descritos en M.
edulis* (Ruíz-Lara. 1993). Las amplificaciones mediante PCR se realizaron en 16 individuos de
nueve poblaciones diferentes, pertenecientes a cinco especies del G. Mytilos. Los productos de
PCR de las secuencias tipo I fueron de -173pb. los de las secuencias tipo II de -161 pb y los de
las secuencias tipo III de -166pb. Posteriormente, se digirieron 54, de cada producto de PCR
con cuatro endonucleasas de restricción (Hae III. Msp I. Dra I y Tac' I) y se resolvieron en geles
de ap_arosa al 2%. El cálculo aproximado de los pesos moleculares de los fragmentos resultantes
se estimó mediante el programa Gel Works.
La secuencia tipo I de M edulis* presenta dianas de restricción para las cuatro
endonucleasas utilizadas: (1) Hae III. dos dianas en las posiciones +127 y +136. por lo que la
digestión total produce fragmentos de 128. 36 y 9pb; (2) Msp I, dos dianas en las posiciones +59
y +124. que dan lugar a fragmentos de 65. 59 y 49pb en la restricción total: (3) Dra I. una diana
en la posición +74. cuya presencia en todas las unidades monoméricas da lugar a fragmentos de
97 y 76pb; y (4) Taq I. una diana en la posición +30. que genera fragmentos de 143 y 30ph.
La secuencia tipo II de M edulis* sólo presenta dianas para las endonucleasas Hae 111. en
las posiciones +126 y +137 que dan lugar a fragmentos de 127. 23 y 11pb en la restricción total.
y Dra I, en la posición +55 cuya presencia en todas las unidades monomericas produce
fragmentos de 104 y 57pb.
La secuencia tipo III de M. edulis* sólo presenta una diana para el enzima Hae 111. en la
posición +66. que produce fragmentos de 94 y 67ph en la digestión total.
Con el objetivo de diferenciar las poblaciones analizadas mediante los patrones de
restricción, en base a la presencia/ausencia de estas dianas, se han clasificado en cinco tipos: (1)
patrón A = digestión total o presencia de dianas en todos los n-ionómeros; (2) patrón B =
digestión parcial. siendo más frecuente la presencia de dianas que la ausencia de las mismas,
dando lugar a una mayor intensidad de los fragmentos de restricción; (3) patrón C = digestión
parcial con igual presencia/ausencia de dianas, lo cual da lugar a una intensidad igual de todos
los fragmentos; (4) patrón D = digestión parcial. siendo más frecuente la ausencia de dianas que
la presencia de las mismas, lo cual da lugar a una mayor intensidad del fragmento monomerico;
Resultados
y (5) patrón E = ausencia de dianas en todos los monómeros. Los resultados obtenidos en las
diferentes poblaciones se muestran en la TABLA XXI.
TABLA XXI
Patrones de restricción obtenidos en diferentes poblaciones de Myti/us
POBLACIONES
31. e 31. ch 51 g 111. 1 Al. c
YE PE PA RA BA 01 BB EL PP
—
LiJ
f.-
:
.w
f-
-r.
up
,
-.„
---,
9 3 I 9 2 7 8
B 1 - 1 - -
C 7 10 9 3 - 7 5 4
D 7 3 5 4 16 7 8 16 4
E - -
-
-
A - 12 15 3 3 -
B 1 16 15 4 1 6 13 -, 3
C 15 - I 7 - 14 13
D - - - - -
E
-
- - -
-
-
-.-.
cfj
A 1 - - - - 2
B - - 4
C 12 13 16 5 - 13 1 2 15 II
D 3 3 I I 16 3 - 1 3
--_.
,--:.-.
E-'2
A 10 8 17 7 7
B 1 9 -
C 5 8 11 3 9 14 10 9
D - 5 - 4 2 6
E - 4 -
-_-_.
uJ
• G.4
E-
-r.
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--
--.
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A 6 6 1 12 5 10 4 8 15
B
-
-
- -
C 10 10 15 4 II 6 17 8 1
D
- - -
.--
--.
(fi
A 5 2
-
7 e)
B 8 2 5 13 2 10 4 5 16
C 3 10 8 2 5 6 7 9 -
D - 2 3 1 7 5
E -
173pb
128pb
360 --->
4_346pb
÷-173pb
A4. e A4. eh Mg	 Mi	 Mc e Al ch AIg	 A4.	 lel e
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TABLA XXI (continuación)
POBLACIONES
M. e M. ch M g M. t M. c
YE PE PA RA BA 01 BB EL PP
E—
w
E--
-e.
y)
---
•z-
A - - - - - 1
_ _
l5
B 16 2 14 8 14 4 3 3 -
C - 14 2 8 2 10 13 10 II
D -
- - - - - 2 -
E _ _ _ 1 - _
M. e = M. eclulis; M. ch = M. e. chilensis; M. g = M. galloprovincialis; M. t = M. trossulus; M. c = M.
califbrnianus; YE, Yerseke; PE, Prince Edward Island; PA, Puerto Aguirre; RA, Ría de Arosa; BA,
Balcobo; 01, Ölland Island; BB, Bedford Basin; EL, Esquimalt Lagoon; PP, Point no point; A,
digestión total; B, digestión parcial siendo poco frecuente la ausencia de dianas; C, digestión parcial
con igual presencia/ausencia de dianas; D, digestión parcial siendo más frecuente la ausencia de
dianas; E, no digestión o ausencia de dianas.
En las secuencias tipo I, únicamente se ha observado una respuesta homogénea de todos
los individuos analizados en la digestión con Hae III, en las poblaciones de Balcobo y Esquimalt
L.; en la digestión con Msp I, en la población de Prince Edward I.; y en la digestión con Dra I, en
las poblaciones de P. Aguirre y Balcobo. Los patrones más frecuentes en todos los casos son las
digestiones parciales por pérdida o ausencia de dianas en algunas unidades monoméricas. La
digestión total es el patrón más frecuente en las poblaciones de R. Arosa, con Hae III, Msp I y
Taq I, en la de Yerseke, con Taq I y en la de P. point, con Hae III (FIGURA 33).
FIGURA 33. Amplificaciones por PCR de las secuencias tipo I y digestión con las endonucleasas:
(A) Hae III, (B) Msp 1, (C) Dra I y (D) Taq I.
(A)	 (B)
N4 YE PE PA RA EA 01 BB EL PP M'
	 M YE PE PA RA BA 01 PB EL PP IV1'
- 104-
1730 —>
97pb
760 --> •(— 173pb
16 I pb_>
23pb
322pb__>
161pb—>
104pb-->
57 I 1/ —
<-1270
Al e	 Al ch Al g	 Al t	 Al c Al. e	 Al ch Al. g
	
Al
	
c
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FIGURA 33 (continuación)
(C)	 (D)
M YE PE PA RA BA 01 BR EL PP M'
	
M YE PE PA RA BA 01 BB EL PP M'
Al e Al ch Al. g	 Al. e Al ch Al. g	 Al	 Al
M: ADN marcador de 100pb; M': ADN marcador de 50pb; YE, Yerseke; PE, Prince Edward Island;
PA, Puerto Aguirre; RA, Ría de Arosa; BA, Balcobo; 01, Öland Island; BB, Bedford Basin; EL,
Esquimalt Lagoon; PP, Point no point.
En las secuencias tipo II, únicamente se ha observado un patrón homogéneo de todos los
individuos analizados en la población de P. point, con Dra I. En el caso de Hae III, la digestión
total es la respuesta más frecuente en las poblaciones de R. Arosa, Öland I. y P. point, y la
digestión parcial (patrón C) en el resto de poblaciones analizadas. En el caso de Dra I, todas las
poblaciones tienen como respuesta más frecuente uno de los tres patrones correspondientes a la
digestión parcial, patrones B y/o C (FIGURA 34).
FIGURA 34. Amplificaciones por PCR de las secuencias tipo II y digestión con las
endonucleasas: (A) Hae III y (B) Dra
(A )	 ( B)
M YE PE PA RA BA 01 BE EL PP M'
	
M YE PE PA RA BA 01 BR EL pp M'
M: ADN marcador de 100pb; M': ADN marcador de 50pb; YE, Yerseke; PE, Prince Edward Island; PA,
Puerto Aguirre; RA, Ría de Arosa; BA, Balcobo; 01, Öland Island; BB, Bedford Basin; EL, Esquimalt
Lagoon; PP, Point no point.
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En las secuencias tipo III, la población de Yerseke es la única que presenta una respuesta
homogénea en todos los individuos analizados, aunque todas las poblaciones presentan un patrón
de digestión parcial (patrón B y/6 C) como respuesta más frecuente (FIGURA 35).
FIGURA 35. Amplificaciones por PCR de las secuencias tipo III y digestión con
la endonucleasa Hae
M , Ai d, Mg	 Al l 	 li c
NI: ADN marcador de 100pb; M': ADN marcador de 50pb; YE, Yerseke; PE, Prince Edward
Island; PA, Puerto Aguirre; RA, Ría de Arosa; BA, Balcobo; OI, Öland Island; BB, Bedford
Basin; EL, Esquimalt Lagoon; PP, Point no point.
4.5. DETERMINACIÓN DEL NÚMERO DE COPIA DE SECUENCIAS ADN SATÉLITE
Apa
Las hibridaciones Dot Blot se realizaron para estimar de manera aproximada la cantidad
relativa de los tres tipos de secuencias ADN satélite Apa I en el genoma de diferentes
poblaciones del género Mytilus y una población del género Perna.
La abundancia relativa de los tres elementos repetitivos descritos en el genoma de M
edulis* (Ruiz-Lara, 1993), se determinó en 12 poblaciones de la familia Mytilidae, mediante
hibridaciones Dot Blot, como se ha descrito en Material y Métodos (apartado 3.10). Para ello, se
depositaron cantidades crecientes de insertos de ADN monoméricos (0.2, 0.4 y 0.8ng) de los tres
tipos de secuencias y de ADN genómico de diferentes poblaciones de mejillón (25 a 200ng,
excepto para la población de Bedford Basin que es de 8 a 65ng) en puntos discretos de una
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membrana de nylon. Tras hibridar dicha membrana, independientemente, con los tres tipos de
secuencias, la cantidad relativa de cada secuencia en cada población se estimó mediante la
comparación entre la lectura realizada por un densitómetro, de la señal de hibridación en las
diferentes diluciones de ADN genómico y la lectura de la señal de hibridación en las diluciones
de ADN plasmídico.
Así, en la FIGURA 36 se muestran las autorradiografías de las membranas hibridadas,
mediante Dot blot, con los insertos de las secuencias tipo I (A), tipo 11(B) y tipo III (C). Se
observa que la población de Golden Bay (Perna canaliculus) no hibrida con ninguno de estos
tres tipos de secuencias y que la serial de hibridación en las secuencias tipo I para la población de
P. point (M ca/Ornianus) es menos intensa que para el resto de poblaciones analizadas.
FIGURA 36. Hibridación Dot Blot, para estimar el número de copia de cada ADN satélite Apa 1
en diferentes poblaciones de la familia Mytilidae.
Autorradiografías de las membranas hibridadas con los
insertos de (A) las secuencias tipo I, (B) las secuencias
tipo II y (C) las secuencias tipo III. Los valores que se
indican son cantidades de ADN total de cada población y
de ADN plasmídico (ng), excepto para la población de
Bedford Basin que es de 8 a 65ng. YE, Yerselce; MA, Isle
of Man; PA, Puerto Aguirre; PE, Prince Edward Island;
PP; Point no point; GB; Golden Bay; RA, Ría de Arosa;
BA, Balcobo; DE, Delta del Ebro; 01, Öland Island; EL,
Esquimalt Lagoon; BB, Bedford Basin.
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1121 (0.011)
1611(0.016)
1405 (0.014)
1132 (0.011)
4472 (0.040)
3456 (0.031)
2766 (0.025)
7334 (0.083)
8208 (0.093)
10576 (0.120)
10118 (0.110)
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La TABLA XXII resume los valores promedio de los tres experimentos independientes,
observándose que para las secuencias tipo I el número de copias por célula haploide varía entre
8.49 x 10 3 y 7.91 x 104 ; para las secuencias tipo II, entre 8.26 x 10 4
 y 1.94 x 10 5 ; y para las
secuencias tipo III, entre 1.12 x 10 3 y 1.06 x 104.
TABLA XXII
Número de copias de los tres tipos de secuencias ADN satélite Apa I en diferentes poblaciones de
Mytilidae
POBLACIÓN	 SATÉLITE TIPO!! SATÉLITE TIPO Ill
	44942 (0.46)
	 135927 (1.31)
MA	 34980 (0.36)	 114219 (1.10)
PE	 52745 (0.54)	 115489 (1.11)
PA	 36932 (0.38)	 108721 (1.04)
RA	 68496 (0.63)	 148350 (1.27)
BA	 79096 (0.73)	 194157 (1.66)
DE	 70637 (0.65)	 181259 (1.55)
OI	 59860 (0.70)	 104479 (1.13)
BB	 60421 (0.71)	 125531 (1.36)
EL	 67310 (0.79)	 139253 (1.51)
PP	 8486 (0.094)	 82595 (0.85)
GB
M. e
M. ch
M. g
M. r
M. e
P. e
M. e = M. edulis; M. ch = M. e. chilensis; g = M. galloprovincialis; M. r = M. trossulus; M. c = Ivl.
californianus; P. c = Perna canaliculus; YE, Yerseke; MA, Isle of Man; PE, Prince Edward Island;
PA, Puerto Aguirre; RA, Ría de Arosa; BA, Balcobo; DE, Delta del Ebro; 01, Öland Island; BB,
Bedford Basin; EL, Esquirnalt Lagoon; PP, Point no point; GB, Golden Bay. Entre paréntesis se
expresan los valores en %.
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4.6. ANÁLISIS SOUTHERN BLOT DE SECUENCIAS ADN SATÉLITE Apa I
4.6.1. Análisis del ADN satélite Apa I en M. galloprovincialis
El ADN genómico de 30 individuos de cada una de las poblaciones de M galloprovincialis
(Balcobo, Ría de Arosa y Delta del Ebro), fue digerido con cuatro endonucleasas de restricción
(Hae III, Msp 1, Dra I y Tag I). Los fragmentos generados en la digestión con los diferentes
enzimas fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa y transferidos a membranas de
nylon que, posteriormente, se hibridaron independientemente con los insertos marcados de los
ADN satélites tipo I, tipo II y tipo III, como se ha descrito en Material y Métodos (apartado 3.9).
Un análisis previo de la secuencia consenso tipo I obtenida para M galloprovincialis
reveló que la endonucleasa Hae III presenta dos dianas de restricción (posiciones +6 y +170),
cuya presencia en todas las unidades monoméricas da lugar a fragmentos de 164 y 9pb.
La hibridación con el inserto de las secuencias tipo I sobre membranas de nylon que tenían
transferido ADN genómico digerido con Hae III, dio lugar a cinco patrones diferentes: patrón 1,
se detectan dos bandas de 164 y 9pb; patrón 2, se aprecian dos bandas de 164 y 173pb; patrón 3,
se observa una única banda correspondiente al monómero (173pb); patrón 4, se aprecian dos
bandas, una de 173pb y otra cuyo peso molecular está comprendido entre 173 y 346pb; y patrón
5, se observa un fragmento prominente de 173pb y una segunda banda menos intensa de
aproximadamente 346pb (FIGURA 37). Así, en la población de Balcobo se observó el patrón 1 en
el 77% de los individuos analizados y el patrón 4 en el 20%. En la población de R. Arosa, se
apreció el patrón 2 en el 50% de los individuos y el patrón 3 en el 50% restante. En la población
de D. Ebro se observó el patrón 1 en el 28% de los individuos analizados, el patrón 3 en el 9%, el
patrón 4 en el 20% y el patrón 5 en el 37% (FIGURA 37A).
La enzima Msp I también presenta dos dianas en la secuencia consenso tipo I de M
galloprovincialis (posiciones +102 y +167), cuya presencia produce dos fragmentos de 108 y
65pb en la digestión total. En las hibridaciones del ADN digerido con Msp I se detectaron dos
patrones: el patrón 1 en el que se observan dos fragmentos de 108 y 65pb y el patrón 2 en el que
se aprecia una única banda correspondiente a la unidad monomérica. En la población de
Balcobo, se observa el patrón 1 en el 63% de los individuos analizados y el patrón 2 en el 37%
restante. Sin embargo, todos los individuos analizados de las poblaciones de R. Arosa y D. Ebro
presentan un patrón 1.
(A)
(B)
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restante. Sin embargo, todos los individuos analizados de las poblaciones de R. Arosa y D. Ebro
presentan un patrón 1.
La secuencia consenso tipo I de M galloprovincialis no presenta dianas de restricción para
Dra I; sin embargo, en la posición +117 del clon pGBA111 existe una diana para esta
endonucleasa. La restricción total con dicha enzima dio lugar a una distribución de fragmentos
multimérica, observándose una respuesta homogénea en todos los individuos de las tres
poblaciones analizadas. En la mayoría de los individuos, el fragmento dimérico de
aproximadamente 346pb está más representado que el monomérico, ya que la intensidad de su
banda es superior.
La secuencia consenso tipo I de M galloprovincialis presenta una diana en la posición +73
para la endonucleasa Tag I. En la restricción total del ADN genómico con esta enzima, se
observa una respuesta similar a la obtenida con Dra I, presentando todos los individuos de las
tres poblaciones analizadas una respuesta homogénea. En la FIGURA 37B se observa la
distribución de fragmentos multimérica obtenida en la digestión con Tag I, en la que se aprecia
una mayor intensidad de la banda dimérica en la mayoría de los individuos.
FIGURA 37. Hibridación sobre Southern blot con la unidad monomérica marcada de las
secuencias ADN satélite tipo I.
El ADN genómico de i1/1.
galloprovincialis fue digerido con las
endonucleasas: (A) Hae III: en el
margen izquierdo se representa el ADN
marcador de peso molecular Marker
VIII. Los carriles 1, 3, 5, 10, 15, 16, 18,
23, 24, 26, 27 corresponden al patrón 1,
los carriles 2, 4, 7, 19 y 22 al patrón 3,
los carriles 8, 14, 25 y 28 al patrón 4 y
los carriles 9, 11, 12, 13, 20 y 21 al
patrón 5. (B) Taq I: se observa la
distribución multimérica de fragmentos.
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La secuencia consenso tipo II de M galloprovincialis presenta dos dianas, en las
posiciones +8 y +158, para el enzima Hae III, que en la digestión total produce fragmentos de
150y 11 pb.
La hibridación con el inserto de las secuencias tipo II sobre membranas de nylon que
tenían transferido ADN genómico digerido con Hae III, dio lugar a cuatro patrones diferentes:
patrón 1, se detecta una banda de 150pb; patrón 2, se observa una única banda correspondiente al
monómero (161pb); patrón 3, se aprecia un fragmento prominente de 161pb y una segunda
banda menos intensa de aproximadamente 322pb; y patrón 4 se observan tres bandas de 150, 161
y 322pb. En la población de Balcobo se observó el patrón 1 en el 47% de los individuos
analizados, el patrón 2 en el 37% y el patrón 3 en el 16% restante. En la población de R. Arosa,
el patrón 1 y el 2 están representados en el mismo porcentaje. En la población de D. Ebro, se
observó el patrón 4 en todos los individuos analizados. En las tres poblaciones, las respuestas
obtenidas son más difusas a lo largo del carril, que las de las secuencias tipo I.
La secuencia consenso tipo II de M galloprovincialis no presenta dianas para Dra
aunque en el clon pGBA202 existe una diana en la posición +87. En las tres poblaciones
analizadas, se observa una respuesta homogénea en todos los individuos, en la que la restricción
total con este enzima muestra una distribución en "escalera" como la obtenida con las secuencias
tipo I, aunque la señal es más difusa a lo largo del carril (FIGURA 38).
FIGURA 38. Autorradiografía de la restricción del ADN genómico de M.
galloprovincialis con la enzima Dra I, transferido a membrana de nylon e
hibridado con la unidad monomérica de las secuencias ADN satélite tipo II.
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Los enzimas Msp I y Tag I no presentan dianas en la secuencia consenso tipo II de M.
galloprovincialis, aunque en el clon pGBA202 existe una diana para Tag I en la posición +28.
Sin embargo, ambas endonucleasas no digieren este tipo de secuencias, produciendo una señal
difusa a lo largo del carril, debido a la ausencia de fragmentos definidos como en el resto de las
restricciones totales.
La secuencia consenso tipo III de M galloprovincialis presentan una diana, en la posición
+162, para el enzima Hae III, que en la restricción total da lugar al monómero. Esta
endonucleasa presenta otra diana en la posición +13 en el clon pGBA315. En las tres
poblaciones analizadas se obtuvo una respuesta homogénea en todos los individuos, en la cual se
aprecia una banda más intensa de aproximadamente 165pb y una segunda banda de menor
intensidad de aproximadamente 330pb, que se corresponde con el dímero (FIGURA 39).
FIGURA 39. Patrones de hibridación obtenidos utilizando como sonda la unidad
monomérica marcada de las secuencias ADN satélite tipo III, sobre el ADN de M
galloprovincialis digerido con Hae
En el margen izquierdo se representa el ADN marcador de peso molecular marker VIII.
Los enzimas Msp 1, Dra I y Tag I no presentan dianas en la secuencia consenso tipo III de
M. galloprovincialis, ni en ninguno de los clones secuenciados. La digestión con estas
endonucleasas produce una señal difusa a lo largo del carril, debido a la ausencia de fragmentos
definidos, en las tres poblaciones analizadas.
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4.6.2. Análisis del ADN satélite Apa I en diferentes especies de mejillón
Hemos analizado los patrones de restricción de los individuos de nueve poblaciones
pertenecientes a cuatro especies del género Mytilus: (1) M. galloprovincialis: D. Ebro y Balcobo,
(2) edulis: Yerseke y Prince Edward I., (3) M e. chilensis: P. Aguirre, y (4) M trossulus:
Esquimalt L., Bedford B. y Öland I. La población de Perna canaliculus (Golden B.) se utilizó
como control negativo. Para ello, el ADN genómico fue digerido con las cuatro endonucleasas
mencionadas anteriormente y, como en los casos anteriores, sometido a electroforesis,
transferido a membranas y éstas hibridadas independientemente con las correspondientes
unidades monoméricas marcadas.
En las hibridaciones con las secuencias tipo 1 (FIGURA 40), la restricción total con Hae
da lugar a dos patrones. En las poblaciones de M galloprovincialis y M edulis, la digestión con
este enzima genera bandas de I 64pb y en las poblaciones de M e. chilensis y M trossulus se
detecta una banda de 173pb correspondiente al monómero.
FIGURA 40. Patrones de hibridación de la unidad monomérica marcada de las
secuencias ADN satélite tipo I sobre Souther blot conteniendo ADN digerido de: a,
M. edulis; b, M galloprovincialis; c, M trossulus, digerido con las endonucleasas
Hae III, Msp I, Dra I y Tag
Hae III Msp I Dra I Tm' I
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En la digestión con Msp I, se observa un patrón homogéneo en todas las poblaciones
formado por dos bandas de 173 y 108pb.
Las restricciones totales con los enzimas Dra I y Taq I dan lugar a una distribución
multimérica o en "escalera" en todas las poblaciones y en la mayoría de los casos, el fragmento
correspondiente al dímero está más representado que el monómero, siendo la intensidad de su
banda superior.
En las hibridaciones con las secuencias tipo II (FIGURA 41), la restricción total con Hae
da lugar a un patrón homogéneo, en todas las poblaciones analizadas, formado por una banda de
150pb. La endonucleasa Dra I también presenta una diana en este tipo de secuencias que, en
todas las poblaciones analizadas, da lugar a una distribución en "escalera" similar a la obtenida
con las secuencias tipo I, aunque en este caso la señal es más difusa a lo largo del carril. Por
último, las enzimas Msp I y Taq I no digieren este tipo de secuencias, produciendo una señal
difusa a lo largo del carril, debido a la ausencia de fragmentos definidos, en todas las
poblaciones analizadas.
FIGURA 41. Patrones de hibridación con la unidad monomérica marcada de las
secuencias ADN satélite tipo II, sobre Southem blot conteniendo el ADN digerido
con la endonucleasa Hae III de diferentes poblaciones de mejillón
DE, Delta del Ebro (carriles 1-3); BA, Balcobo (carriles 4-6); YE, Yerseke (carriles 7-9); PE, Prince
Edward Island (carriles 10-12); PA, Puerto Aguirre (carriles 13-15); EL, Esquirnalt Lagoon (carriles
16-18); BB, Bedford Basin (carriles 19-21); 01, Öland Island (carriles 22-24); GB, Golden Bay
(carriles 25-28).
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En las hibridaciones con las secuencias tipo Hl (FIGURA 42), se observa una respuesta
autorradiográfica de menor intensidad en igualdad de condiciones de hibridación y exposición.
La endonucleasa Hae III presenta una diana que en la restricción total da lugar al fragmento
monomérico en todas las poblaciones analizadas. Sin embargo, los enzimas Msp 1, Dra I y Tag I
no presentan dianas de restricción en este tipo de secuencias, dando lugar a una señal difusa a lo
largo del carril, como en casos anteriores, en todas las poblaciones analizadas.
FIGURA 42. Patrones de hibridación obtenidos utilizando como sonda la unidad
monomérica marcada de las secuencias ADN satélite tipo III, sobre el ADN de
diferentes poblaciones de mejillón digerido con la endonucleasa Hae
DE, Delta del Ebro (carriles 1-3); BA, Balcobo (carriles 4-6); YE, Yerseke (carriles 7-9); PE, Prince
Edward Island (carriles 10-12); PA, Puerto Aguirre (carriles 13-15); EL, Esquirnalt Lagoon (carriles
16-18); BB, Bedford Basin (carriles 19-21); Uf, Öland Island (carriles 22-24); GB, Golden Bay
(carriles 25-28).
4.7. HIBRIDACIÓN IN SITU
Mediante hibridación in situ fluorescente (FISH), con sondas de los tres tipos de
secuencias ADN satélite Apa I, se determinó la localización cromosómica de las mismas en M
galloprovincialis (Balcobo), M. edulis (Yerseke) y M. trossulus. (Esquimalt L.).
Las secuencias tipo 1 se encuentran localizadas en, al menos, nueve elusters diferentes en
las tres especies analizadas. A nivel cromosómico la localización puede ser intercalar y, en algún
caso, en regiones próximas a los telömeros (FIGURA 43A).
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FIGURA 43. Hibridación in situ con las secuencias ADN satélite Apa 1
A
13
Hibridación in .vint con (A) la unidad
monomérica de las secuencias tipo I sobre
cromosomas metatUsicos de Al. edulis; (13) la
unidad monomérica de las secuencias tipo II
sobre cromosomas metatilsicos de M.
galloprovincialis; (C) la unidad ni onomérica
de las secuencias tipo III sobre cromosomas
metafasicos de Al frossulus.
Los clu.s. ters de las secuencias tipo II, en las tres especies analizadas, se encuentran
distribuidos por todos los cromosomas de forma longitudinal, sin estar localizados en regiones
cromosómicas concretas (FIGURA 43B).
Las secuencias tipo III, al ser menos abundantes, únicamente se localizan en, al menos,
tres pares cromosómicos y en regiones próximas al telómero en las tres especies analizadas
(FIGURA 43C).
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4.8. UTILIZACIÓN DE LAS SECUENCIAS ADN SATÉLITE Apa I PARA LA
IDENTIFICACIÓN DE MEJILLONES
Desde el punto de vista práctico y como aplicación industrial y/o comercial de los
resultados de este trabajo, se trató de diferenciar las seis especies de mejillón, con referencia
especial a las cultivadas y utilizadas en productos manufacturados (M edulis, M. e. chilensis,
galloprovincialis y P. canaliculus). Teniendo en cuenta que en muchos casos estos productos
proceden de muestras de conservas, el ADN se obtuvo según se ha descrito en el apartado 3.2 de
Material y Métodos, realizando una serie de lavados previos en una solución de
cloroformo:metanol:agua (1:2:0.8) para eliminar los lípidos y aceites de dichas muestras.
Las amplificaciones por PCR se realizaron en individuos de conservas pertenecientes a
diferentes marcas comerciales, utilizando como controles individuos de las poblaciones de
Yerseke, P. Aguirre y R. Arosa. En todas las muestras analizadas, los productos de PCR de las
secuencias tipo 1 fueron de —173pb, los de las tipo II de —161pb y los de las tipo III de —166pb,
coincidiendo los resultados con los análisis anteriores en muestras de poblaciones naturales.
Dado que la simple amplificación de estas secuencias no diferencia las especies procedentes de
diferentes conservas y, basándonos en el elevado polimorfismo de estas secuencias, se realizó
una restricción enzimätica de dichos productos de PCR con un elevado número de
endonucleasas. Una vez mas, los resultados no permiten diferenciar entre Mytilus spp. y Pelma
spp., ni entre especies del género Mytilus.
Sin embargo, mediante la técnica de hibridación Dot blot se detectó la ausencia de señal de
hibridación en la población de P. canaliculus (Golden B.) con los tres tipos de secuencias
repetitivas, debido al bajo número de repeticiones de dichas secuencias en los individuos de esa
especie. Así, se adaptó la técnica de Dot blot para diferenciar Perna spp. de 11/lytilus spp. Para
ello, se preparan diluciones de ADN con una concentración de 100ng4iL de los individuos a
analizar y de controles positivos. Posteriormente, se desnaturalizaron depositándose 1 tL de cada
muestra en puntos discretos de una membrana de nylon. Después de fijar el ADN a la membrana
con U.V., hibridamos con las secuencias tipo II (ya que la señal es más intensa debido a su
mayor número de copia) como se describe en el apartado 3.10 de Material y Métodos. Sin
embargo, los lavados posthibridación y la detección de la señal de hibridación es diferente. Así,
después de hibridar la membrana durante toda la noche, se incuba en una solución de TNB
durante 20min con agitación para bloquear los sitios inespecíficos de unión al anticuerpo.
Seguidamente, se incuba la membrana durante 45 min con agitación en la solución de
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anticuerpos en TNB y, para eliminar el anticuerpo no unido, se realizan tres lavados de 5min en
1xPBS con agitación. Finalmente, se procede a la detección colorimétrica de la señal de
hibridación con los reactivos NBT (solución 100mg/mL en dimetilformamida 70% v/v) y BCIP
(X-fosfato, solución 50mg/mL), incubando la membrana en oscuridad. El precipitado de color
comienza a formarse en pocos minutos y, normalmente, la reacción es completa después de
30min.
En la FIGURA 44 se muestra un ejemplo de esta técnica. Para ello se prepararon diluciones
de ADN a una concentración de 10Ong4g de cuatro individuos pertenecientes a 11 marcas
comerciales de conservas (A-K), de tres controles positivos con individuos pertenecientes a
poblaciones que se explotan comercialmente, como son Yerseke, P. Aguirre y R. Arosa, y de un
control negativo de P. canaliculus (Golden B.). Como se puede observar los individuos de las
conservas G y J, así como en algunos individuos de las conservas C y E, no se detecta señal de
hibridación, lo cual indica de forma inequívoca que estos individuos no pertenecen a las especies
lvi edtdis y M galloprovincialis, las cuales son las únicas que la normativa europea de consumo
permite comercializar con el nombre de mejillón.
FIGURA 44. Hibridación Dot blot de muestras manufacturadas
RAAB C DPAYE GB
E	 Ci	 1-11
	 1	 k
Hibridación Dot blot con la unidad monomérica marcada de las secuencias tipo
II ADN satélite Apa I del ADN genómico de cuatro individuos procedentes de
muestras manufacturadas de 11 marcas comerciales (A-K); RA, control de M.
galloprovincialis de la Ría de Arosa; YE, control de M. edulis de Yerseke; PA,
control de M. e. chilensis de Puerto Aguirre; GB, control de P. canaliculus de Golden
Bay.
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Finalmente, en aquellos individuos en los que se ha detectado señal de hibridación en el
Dot blot. se realiza una amplificación de las secuencias ADN satélite tipo 1 con los primers
descritos en el apartado 4.2 (S I F y S1B). La digestión de los productos de PCR con la
endonucleasa Msp 1 produce patrones de restricción que permiten diferenciar la población de
procedencia de los mejillones analizados, ya que los pertenecientes a la especie Al.
galloprovincialis presentan un patrón de digestión total como respuesta más frecuente, lo cual no
se detecta en las poblaciones de M eduli.s. ni en las de M. e. chilensis. Así, las conservas D. F. H.
1 y K incluyen en sus viandas mejillones M gctlloprovincialis.

5. DISCUSIÓN
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Discusión
5.1. SECUENCIAS DE COPIA ÚNICA EN MEJILLÓN
Los estudios de secuencias de mejillón basados en la amplificación por PCR, han tenido
como único objetivo la búsqueda de un marcador diagnóstico que permita diferenciar las
especies del "complejo M edulis". Estos analizan únicamente los polimorfismos de uno o dos
loci en muestras pertenecientes a poblaciones que se localizan en áreas próximas
geográficamente. Los resultados descritos hasta este momento no han sido muy concluyentes, de
forma que en este trabajo hemos estudiado por primera vez cinco marcadores de ADN en 10
poblaciones, distribuidas por las costas del Atlántico y del Pacífico, pertenecientes a diferentes
especies de mejillón. Con ello, se pretende contribuir a conocer el grado de diferenciación
genética entre las especies y/o poblaciones, así como analizar sus relaciones filogenéticas.
Los RFLPs obtenidos en este trabajo, tras la digestión con Hinf I de los productos de PCR
de la fracción PLIIa de la proteína protamine-like, revelan que este marcador genético no resulta
ser diagnóstico cuando se analizan poblaciones de mejillón distantes geográficamente. Estos
resultados contrastan con los patrones de restricción observados por Heath et al. (1995), quienes
diferenciaron la especie M trossulus de M edulis y M galloprovincialis. Sin embargo. hemos
detectado individuos pertenecientes a las especies M edulis (I. Man) y M galloprovincialis
(Balcobo) que presentan el patrón típico descrito para M trossulus; así como individuos M
trossulus (Öland I.) con el patrón característico de M edulis y M galloprovincialis.
El análisis realizado en este trabajo, mediante la técnica Dot blot, indica que en las cuatro
especies estudiadas el número de copia de esta proteína protamine-like varía entre 7 y 13 por
genoma haploide (FIGURA 6 y TABLA VI). Estos resultados contrastan con lo observado por
Heath & Hilbish (1998) quienes, mediante análisis Southern blot, sugirieron que el número de
copia de este gen sería de aproximadamente 4 por genoma haploide. En cuanto a la naturaleza de
los polimorfismos de este marcador, Carlos et al. (1993) encontraron dos secuencias divergentes
en M trossulus, mostrando cada una de ellas niveles elevados de variación entre individuos, lo
cual sugiere la existencia de más de un locus PLII en esta especie. En este sentido, la intensidad
de los patrones de digestión parcial refleja la presencia/ausencia de la diana de Hinf 1 en las
distintas copias del gen PLII. Como se puede observar en la FIGURA 5, los individuos de Bedford
B. y Esquimalt L. presentan el mismo número de copias con y sin diana para Hinf I, mientras que
los individuos de I. Man y Balcobo tienen un mayor número de copias de PLII con la diana para
dicha endonucleasa.
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En la amplificación por PCR de la proteína protamine-like PHI-1 se han detectado dos
nuevos fragmentos: uno de 300pb, en la mayoría de las poblaciones europeas, y otro de 475pb.
únicamente en la población de I. Man, no observándose individuos homocigotos para dichos
fragmentos. Los individuos de las poblaciones de M trossulus y los de D. Ebro son homocigotos
para el fragmento de 280pb, mientras que los individuos del resto de las poblaciones presentan
frecuencias variables de homocigotos y heterocigotos para los fragmentos de 280pb y 300pb
(TABLA VII). Nuestros resultados indican que la amplificación de esta proteína protamine-like no
es útil para diferenciar las especies pertenecientes al "complejo M. edulis", coincidiendo con lo
observado por Heath et al. (1996), aunque estos autores diferenciaron diagnósticamente Al.	 •
califbrnianús de las especies que forman dicho complejo.
Al amplificar el intrón 3 del gen de la calmodulina, CaM 1 , únicamente detectamos
polimorfismo en las poblaciones de Yerseke e I. Man (M edulis). El resto de las poblaciones de
esta especie, así como las pertenecientes a M galloprovincialis, son monomórficas para el alelo
de 525pb (TABLA VIII), coincidiendo con lo observado por Córte-Real et al. ( I 994a) en
poblaciones de M. edulis de las Islas Británicas y de M galloprovincialis de Venecia. Las dos
poblaciones americanas de M trossulus (Esquimalt L. y Bedford B.) resultaron ser
monomórficas para el alelo de 460pb y, por el contrario, la población del Mar Báltico (Öland 1.)
es monomórfica para el alelo de 525pb. Estos resultados sugieren que el marcador CaM1 no es
diagnóstico para diferenciar las especies del "complejo M edulis".
La amplificación del extremo 5 del exón gigante del gen que codifica la proteína
polifenólica adhesiva del biso (Glu-5'), muestra que los individuos de la población de Esquimalt
L. (M trossulus) son homocigotos para el alelo de 240pb, coincidiendo con los resultados
obtenidos por Rawson et al. (1996) y Comesatla et al. (1999) en poblaciones de M trossulus de
la costa Este de Newfounland (Canadá). Como se puede observar en la TABLA IX, esta
homogeneidad no aparece en las poblaciones de Bedford B. y Öland I., no detectándose en esta
última el alelo característico de M. trossulus, a diferencia de lo observado por Borsa et al. (1999)
en otras poblaciones del Mar Báltico.
En cuanto a las poblaciones de M galloprovincialis, la mayor parte de los individuos de
Balcobo y R. Arosa y, aproximadamente, la mitad de los de D. Ebro, son homocigotos para el
alelo de 300pb (TABLA IX). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Borsa et al. (1999),
en poblaciones del Mar Mediterráneo, pero difieren de los de Rawson et al. (1996), quienes
encontraron que la mayoría de los individuos analizados mostraban un patrón de dos bandas de
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300pb y 500pb, siendo algunos individuos, ocasionalmente, homocieotos para la banda de
300pb.
En las poblaciones de M edulis de Yerseke y Prince Edward I. el alelo más frecuente es el
de 350pb (TABLA IX), coincidiendo con lo observado por Rawson el al. (1996). Borsa et al.
(1999) y Comesaria et al. (1999). Sin embargo, la población de I. Man presenta una eran
variabilidad en el número de alelos detectados, llegando a ser de cinco diferentes. Es interesante
señalar que el alelo de 500pb detectado por Rawson et al. (1996) en las poblaciones de Al
galloprovinciali.s. de San Diego y Sete (Francia), en nuestro análisis únicamente se ha observado
en las poblaciones de I. Man y D. Ebro.
Los resultados obtenidos en la amplificación de la región no repetitiva de la proteína del
pie 1 (NRPP) muestran que el alelo de 180pb es el más frecuente en M edulis. el de 168pb en Al.
trossulus y el de 126pb en M galloprovincialis. Sin embargo, como se puede observar en la
TABLA X, los individuos de I. Man presentan tres tipos de alelos y en los de las poblaciones de
Öland I. y Bedford B. detectamos un nuevo alelo de aproximadamente 220pb. Nuestros
resultados contrastan con lo observado por Inoue et al. (1995c) quienes sugirieron que este
marcador puede ser diagnóstico para identificar las tres especies. Estos autores obtuvieron una
respuesta homogénea en todas las poblaciones, aunque únicamente analizaron un elevado
número de individuos en la de M galloprovincialis de Kamashi en Japón (n=32) y en la de M
trossulus de Juneau en Alaska (n=16), en las siete poblaciones restantes pertenecientes a las tres
especies del "complejo M edulis" analizan como máximo ocho individuos. El bajo número de
individuos analizados puede ser la causa de no detectar polimorfismos, sobre todo en las
poblaciones de Francia y Noruega estudiadas por dichos autores.
Hay que señalar que las poblaciones polimórficas se encuentran en equilibrio Hardy-
Weinberg, excepto en los casos de I. Man para los loci PHI-1 y NRPP y de Bedford B. para el
locus Glu-5'. Sin embargo, aunque en muchos organismos marinos se ha observado déficit de
heterocigotos mediante alozimas (Raymond et al., 1997) y marcadores moleculares anónimos
(Hare et al., 1996; Hare & Avise, 1998), en nuestro análisis el Índice de Selander indica que para
el locus PHI-1 las desviaciones se deben a un exceso de heterocigotos, mientras que para los loci
Glu-5' y NRPP son por un déficit. En este sentido, Zouros & Foltz (1984a) propusieron varias
hipótesis (alelos nulos, endogamia, efecto Wahlund, aneuploidía y selección) para explicar la
deficiencia de heterocigotos en poblaciones de bivalvos. La del alelo nulo no se puede aplicar a
los alelos estudiados en este trabajo. En cuanto a la endogamia existen dos factores que se
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oponen a que sea la causa del déficit de heteroci2otos en poblaciones naturales de mejillón: el
primero, la naturaleza del ciclo de vida, en lo que se refiere a la existencia de la fertilización
externa y de un estadio larvario, y el segundo, el hecho de que no se observó déficit en todos los
loci.
El efecto Wahlund se ha utilizado principalmente para explicar el déficit de heterochwtos
en poblaciones híbridas (Koehn et al., 1976; Gosling & Wilkins, 1985; Raymond et al.. 1997).
aunque no puede explicar el marcado déficit observado en áreas de poblaciones en las que las
frecuencias alélicas para un locus son homogéneas (Gosling, 1992b). Dicho efecto podría
explicar el déficit encontrado en la I. Man, ya que como se ha observado para los loci Glu-5' y
NRPP presenta alelos típicos de M edulis y M galloprovincialis, por lo que podría considerarse
una población híbrida. En el caso de la población de Bedford B. la deficiencia de heterocigotos
observada para el locus Glu-5' también puede explicarse por el efecto Wahlund, ya que se trata
de una población en la que dos especies coexisten simpátricamente y hemos detectado genotipos
M edulis-M trossulus para dicho locus. Sin embargo, no podemos descartar la existencia de
otros factores que contribuyen a dicho déficit, tales como la variación genotipo-dependiente.
relacionada con la supervivencia al medio ambiente, u otros factores ecológicos o fisiológicos
(Raymond el al., 1997). En este sentido, Cörte-Real et al. (1994a) sugirieron que diversos
factores hidrográficos pueden interferir en el transporte de las larvas, limitando el flujo de Llenes
entre sitios. Dicho flujo también podría estar interrumpido si las larvas supervivientes están
adversamente afectadas por la reducida salinidad o el aumento de partículas de lodo. Por el
contrario, el efecto Wahlund no sería una explicación válida para la población de Öland I., ya
que aunque se han detectado poblaciones híbridas en los Grandes Estrechos daneses (Bulnheim
& Gosling, 1988; Väinölä & Hvilsom, 1991), no se han descrito en la zona interior del Mar
Báltico.
Aunque existen pocos trabajos sobre el nivel de aneuploidía en mejillón, éste es otro de los
factores propuestos para explicar el déficit de heterocigotos. Zouros & Foltz (1984a) sugieren
que la aparente deficiencia de heterocigotos observada en una población se debe a que los
individuos monosómicos se han designado como homocigotos y, teniendo en cuenta que los
aneuploides son menos viables, se puede explicar por qué dichos déficits tienden a disminuir con
la edad. Ahmed & Sparks (1970) encontraron un 10% de mitosis con un número cromosómico
anormal en huevos y embriones de M trossulus. Dixon (1982) describe un 8% de aneuploidía en
huevos y embriones de M edulis de una zona no contaminada frente a un 26% de una
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contaminada. Sin embargo, la aneuploidía no explica los amplios déficits de heterocieotos que se
mantienen en poblaciones de bivalvos adultos y, aunque Martínez-Expósito et al. (1992)
describen valores del 22 y 32% de células aneuploides en branquias de mejillones adultos, no
detectaron individuos con todas sus células aneuploides.
La selección ha sido uno de los factores más citados como la causa del déficit de
heterocieotos en poblaciones naturales de bivalvos marinos. Zouros & Foltz (1984a) propusieron
varios modelos: en el primero, analizaron la viabilidad pre- y post-establecimiento de las larvas.
para determinar si la inferioridad de heterocigotos (subdominancia) durante la etapa pre-
establecimiento está compensada por la superioridad de heterocigotos (superdominancia) en
adultos. En el segundo modelo, consideraron que la selección de la viabilidad ocurre en el
estadio larvario y está compensada por la superdominancia para la fertilidad en el estadio adulto.
Ambos modelos requieren grandes presiones de selección, un cambio en el sentido de la
selección entre el estadio larvario y el individuo adulto, y, para una gran deficiencia de
heterocigotos, subdominancia de la viabilidad larvaria (Zouros & Foltz, 1984a, b). Sin embargo.
la selección natural podría explicar por qué para determinados loci y poblaciones. existe un
déficit o un exceso de heterocigotos. En este sentido, es interesante señalar que para el locus
NRPP todas las poblaciones polimórficas tienen déficit y para el locus Glu-5' unas presentan
exceso y otras déficit. En este último caso, hemos de destacar que las poblaciones M.
galloprovincialis de Séte (Francia) y San Diego analizadas por Rawson et al. (1996), así como la
de D. Ebro analizada en este trabajo, son las únicas en las que se ha detectado un exceso de
heterocieotos, asociado al genotipo 300/500 en los tres casos.
Todos estos resultados revelan que ninguno de los cinco marcadores genéticos analizados
(PLIIa, PHI-1, CaM-1, Glu-5' y NRPP), se pueden utilizar para discriminar entre M edulis. M.
galloprovincialis y M. trossulus, aunque podrían ser útiles teniendo en cuenta algunas
consideraciones. La primera de ellas es que varios autores consideran que el mejillón azul de las
costas de Chile es una especie diferente dentro del "complejo M edulis.", denominada M.
chilensis. De acuerdo con esto, se podría explicar por qué las frecuencias alélicas de los loci Glu-
5' y NRPP de la población de P. Aguirre difieren de las observadas en el resto de las poblaciones
pertenecientes a M. edulis. En este sentido, las distancias obtenidas con alozimas entre
poblaciones de M chilensis y M. edulis o M trossulus son similares a las estimadas en este
trabajo con marcadores de ADN nuclear (TABLA XXIII). Sin embargo, las distancias entre
poblaciones de M chilensis y M galloprovincialis coinciden con las detectadas entre las
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poblaciones de M gulloprovincialis del Atlántico y del Mediterráneo y difieren de las obtenidas
para estas especies con alozimas.
TABLA XXIII
Distancias genéticas entre diferentes grupos de poblaciones
Alozimas ADNmt ADN nuclear
( 1 ) (2 ) (3 ) (4) ( 5 ) (6) ( 7 ) ( 8 ) (9) (10) (11)
M.e vs M.g 0.21 0.51 0.17 0.16 1.28 1.09 0.63 0.00 0.67
M.e vs M.t* 0.25 0.84 1.27 0.10 0.09 0.18
M.g vs M.t* 0.21 0.72 1.24 0.76 0.09 0.72
M.e vs M.t 1.16 0.86
M.g vs M.t 0.91 1.10
M.g* vs M.g# 0.03 0.13 0.07
M.e* vs M.e# 0.62 0.11 0.18
M.ch vs M.e 0.53 0.59
M.ch vs M.g 0.71 0.07
M.ch vs M.t 0.80 1.12
M.ch vs M.t* 0.74 0.71
(1) Väinölä & Hvilsom, 1991; (2) Bulnheim & Gosling, 1988; (3) Skibinski et al., 1980; (4) Grant &
Cherry, 1985; (5) Quesada et al., 1995; (6) Blot et al., 1988; (7) Gosling, 1992b; (8) Sanjuan et al., 1997;
(9) Wenne & Skibinski, 1995; (10) Beynon & Skibinski, 1996; (11) presente estudio; M.e, Al. edulis;
M.e* , M. edulis de las costas europeas; M.e#, M. edulis de la costa atlántica americana; M.g, M.
galloprovincialis; M.g*, M. galloprovincialis de las costas europeas; M.O, Al. galloprovincialis del Mar
Mediterráneo; Mí, M. trossulus; M.t*, M. trossulus del Mar Báltico; M.ch, M. chilensis.
La segunda consideración es que los valores de las distancias obtenidas en este estudio son
del orden de las estimadas por Wenne & Skibinski (1995), mediante el análisis del ADNmt, y de
las obtenidas por Bulnheim & Gosling (1988) con marcadores alozímicos, excepto para las
poblaciones de M edulis y las de M trossulus del Mar Báltico (TABLA XXIII). Análogamente, si
de forma general se comparan las distancias obtenidas en este estudio con las que se pueden
estimar a partir de las frecuencias génicas que figuran en el trabajo de Gosling (1992b) entre
grupos de poblaciones, los resultados son muy similares, excepto cuando se incluyen en el
análisis las poblaciones del Mar Báltico. Esto se debe, principalmente, a que en la población de
Öland I. hemos detectado frecuencias elevadas de alelos característicos de M edulis. Por otro
lado, existen importantes diferencias a nivel cromosómico entre los mejillones M trossulus del
- 128 -
Discusión
Mar Báltico y los de Esquimalt L. (Martínez-Lage et al.. 1997), variando totalmente la posición
de sus loci ribosomales (González-Tizón et al.. 2000) como se puede observar en las TABLAS II y
respectivamente. En este sentido, los análisis del ADNmt han revelado la existencia de una
mayor proximidad entre M trossulus del Mar Báltico y M edulis que entre Al. edulis y
galloprovincialis (Wenne & Skibinski, 1995; Rawson & Hilbish, 1998). Teniendo en cuenta
todos estos resultados podemos sugerir que las poblaciones del Mar Báltico deberían ser
consideradas como M edulis.
En cuanto a la población de I. Man, la distancia genética media en relación a las restantes
poblaciones de M edulis es de 0.329 y con las poblaciones de M galloprovincialis es de 0.510.
Estas distancias y la presencia de alelos característicos de M edulis y M .galloprovincialis
apoyan la condición híbrida de dicha población. Por otro lado, se trata de la población que
presenta un mayor polimorfismo en todos los loci analizados, así como el mayor número de
desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg.
Así, excluyendo las poblaciones de P. Aguirre, I. Man y Öland I. , se pueden diferenciar las
tres especies del "complejo M edulis" utilizando el marcador Glu-5', ya que aunque no es
diagnóstico, tal y como señalaron Rawson et al. (1996), se cumple que las poblaciones de M
edulis amplifican al menos un fragmento de 350pb o de 380pb, las de M. galloprovincialis de
300pb y las de M trossulus de 240pb o de 550pb. De la misma forma, el marcador NRPP
permite diferenciar las tres especies excluyendo las mismas poblaciones, ya que los individuos
de M edulis son homocigóticos para el alelo de 180pb, los de M galloprovincialis lo son para el
de 168pb y los de M trossulus presentan el alelo de 126pb o el de 220pb.
5.2. ADN SATÉLITE Apa I DE MEJILLÓN
Los ADN satélites son secuencias repetidas en tándeM, localizadas generalmente en
regiones de heterocromatina de cromosomas eucariotas, que muestran gran variabilidad en la
secuencia, frecuencia de reiteración y distribución cromosómica, incluso entre especies
próximamente relacionadas. Aunque su función todavía no está clara, se han utilizado en
estudios filogenéticos, ya que suelen mostrar una homogeneidad intraespecífica muy alta,
mientras la variabilidad interespecífica aumenta en función directa con la distancia filética.
Estudio molecular de secuencias de mejillón
•
Los estudios comparativos de secuencias ADN satélite son numerosos en vertebrados, pero
menos comunes en invertebrados. En moluscos bivalvos la posible presencia y las características
de secuencias ADN satélite solamente han sido estudiadas en cinco especies: la ostra
Crassostrea gigas (McLean & Whiteley, 1973; Clabby et al., 1996), el mejillón Mytilus edulis
(Ruíz-Lara et al., 1992; Ruíz-Lara, 1993), la coquina Donax trunculus (Plohl & Cornudella.
1996. 1997) y los pectínidos Argopecten irradians (Estabrooks, 1999) y Adamussium colbecki
(Canapa et al., 2000). Además, no se han realizado estudios relacionados con la posible
evolución de este tipo de secuencias en varias especies de moluscos. En este sentido, con el fin
de conocer diversos aspectos de estas secuencias, tales como la frecuencia de reiteración. su 	 •
distribución cromosómica y los posibles procesos mutacionales y evolutivos que actúan sobre las
mismas, hemos secuenciado los tres tipos de ADN satélite, descritos en la especie Al'. edulis. en
cinco especies del género Mytilus y en la especie P. canaliculus.
5.2.1. Características generales
Las secuencias de los clones en las cinco especies analizadas del género Mytilus tienen una
longitud de monómero de 173pb, 161pb y 167pb para los satélites tipo I, tipo II y tipo III,
respectivamente. Las diferencias predominantes entre ellas se deben a sustituciones
nucleotídicas, excepto en algunos casos en los que existen deleciones y/o inserciones, como en
algunos clones de M chilensis y M californianus para las secuencias tipo I. de M. trossulus para
las tipo II y de M galloprovincialis para las tipo III. Estos resultados coinciden con los descritos
para M edulis por Ruíz-Lara et al. (1992) y Ruíz-Lara (1993), así como para otros moluscos
(Clabby et al., 1996; Plohl & Cornudella, 1996; Muchmore et al., 1998; Estabrooks, 1999;
Canapa et al.. 2000).
El contenido de A+T de estos tres tipos de secuencias en las cinco especies analizadas del
género Mytilus es de alrededor del 55% en los satélites tipo I y tipo III y algo mayor en el satélite
tipo II, llegando al 65%. Estos valores son ligeramente superiores a los obtenidos por Ruíz-Lara
(1993) en la especie M edulis, del orden de lo observado en otros moluscos, como C. gigas
(Clabby et al., 1996) y Tapes phillipinarum (Passamonti, 1996), y relativamente bajo comparado
con el del ADN satélite descrito en Adamussium colbecki (Canapa et al., 2000).
La presencia de series cortas de adeninas y/6 timinas espaciadas periódicamente en la
secuencia de un ADN satélite sugiere que éstas son responsables de la curvatura de las moléculas
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de ADN (Koo et al., 1986; Martínez-Balbás et al., 1990), siendo necesarias al menos tres
adeninas seguidas para introducir una torsión en la hélice de ADN (Koo et al.. 1986). En los tres
tipos de ADN satélite Apa I el conjunto de bases A+T se disponen aisladamente o en grupos.
pero su distribución no es continua ni periódica a lo lamo de las secuencias. Esto sugiere que es
poco probable que sean capaces de inducir curvatura, debido a la diferente disposición que
presentan estas bases en relación a la observada en algunos ADN satélites (Radic et al., 1987;
Martínez-Balbás et al., 1990; Ruíz-Lara et al., 1992), y aunque se ha detectado un retraso
electroforético de estas secuencias, existen casos como el de Tribolium conlüsum. en el que se
•	 observa retraso electroforético pero no presenta dicha curvatura (Plohl et al., 1993).
La fracción de estos tres tipos de ADN satélite varía ligeramente entre las especies
analizadas, siendo para las secuencias tipo I del 0.60% del genoma aproximadamente, excepto
para M. califbrnianus que es menor del 0.10%. Las secuencias tipo II constituyen, en general.
alrededor del 1.30% del genoma, mientras que es del 0.85% en M californianos. Las secuencias
tipo III constituyen una fracción más pequeña del genoma de los mejillones del género *tilos.
siendo de aproximadamente el 0.018% en la mayoría de las especies analizadas, y algo más
elevada (0.11%) .en M. trossulus y M californianos (TABLA XXII). En este último caso, hemos
de señalar que la respuesta autorradiográfica obtenida, tanto en las hibridaciones Southern como
Dot blot, era de menor intensidad en igualdad de condiciones de hibridación y exposición. Los
valores obtenidos para las secuencias tipo I y tipo III son del orden de los observados en otras
especies de moluscos bivalvos (Plohl y Cornudella, 1996; Canapa et al.. 2000) y, aunque los de
las tipo II son más elevados, contrastan con otros satélites que se hallan en mayores proporciones
genómicas, incluso superiores al 50% del genoma, como en el coleóptero Tenebrio molitor
(Plohl et al., 1992), o al 30% ene! caso del cangrejo ermitaño (Fowler & Skinner, 1985).
Por otro lado, mediante hibridación Dot blot hemos detectado la ausencia de señal en la
población de P. canaliculus (Golden B.) con los tres tipos de ADN repetitivo, lo cual indica que
estas secuencias podrían constituir una pequeña fracción del genoma de dicha especie,
considerándose por ello secuencias de bajo número de copia (<10 copias).
La unidad repetitiva y la organización en tándem de un ADN satélite se pueden revelar
mediante digestión con endonucleasas de restricción. La presencia periódica de dianas
específicas en una unidad típica de repetición convierte la organización en tándem en un
conjunto de fragmentos que son múltiplos del monómero (digestión tipo "A"; Hörz & Zachan,
1977; Singer, 1982). La ausencia de dianas puede ocurrir ocasionalmente, debido a la variación
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de la secuencia, dando lu gar a patrones de di gestión en los que predominan los fragmentos de
gran longitud (di gestión tipo "B"; Singer, 1982). Las alteraciones de las dianas de restricción
pueden estar: (1) dispersas al azar entre las copias de una unidad repetitiva, (2) agrupadas dentro
de repeticiones vecinas ó (3) encontrarse en intervalos regulares a lo lar go de las repeticiones. La
técnica de hibridación SOuthern blot informa sobre la organización y la disposición de las
diferentes unidades variables de un ADN satélite, de acuerdo a los patrones de restricción e
hibridación que, para diferentes enzimas, muestra dicho ADN satélite (Sin ger, 1982: Plohl et al..
1992). Los patrones de bandas compuestos por la unidad monomérica y multímeros de ésta son
característicos de la organización en tándem de unidades repetitivas. En nuestro análisis, estos 	 •
patrones se observan en la digestión del ADN genómico con las endonucleasas Dra I y Taq I. en
el caso de las secuencias tipo I, y en la digestión con Dra I en las tipo II, para las especies M
edulis, M chilensis, M galloprovincialis y M trossulus. En cuanto a la distribución y
localización cromosómica de los tres tipos de ADN satélite en M galloprovincialis (Balcobo).
M. edulis (Yerseke) y M trossulus (Esquimalt L.), se ha podido comprobar mediante hibridación
in situ fluorescente (FISH) que las secuencias tipo I se encuentran distribuidas en, al menos,
nueve clusters. Estos se localizan a nivel intercalar y, en algún caso, en regiones próximas a los
telómeros (FIGURA 43A). Las secuencias tipo II se encuentran en clusters distribuidos por todos
los cromosomas de forma longitudinal, sin estar localizados en regiones cromosómicas concretas
(FIGURA 43B), coincidiendo con lo observado en algunos satélites, como en el ADN satélite
inserción-1711B del oryx y otros ADN satélites de antílopes (Modi et al., 1996). Las seriales de
hibridación de las secuencias tipo III en M edulis y M galloprovincialis son bastante débiles,
debido a que constituyen una fracción pequeña del genoma de estas especies. Estas secuencias
únicamente se localizan en, al menos, tres pares cromosómicos y en regiones próximas al
telómero (FIGURA 43C).
Los resultados de este trabajo confirman, en parte, los postulados por Ruíz-Lara (1993),
para M edulis, mediante el seguimiento de la cinética de liberación de los fragmentos repetitivos
oligoméricos, producidos durante la restricción parcial de ADN genómico con Apa I. Este autor
indicó que las secuencias tipo I están ordenadas en tándem, aunque no excluye la posibilidad de
que algunos miembros aislados de este ADN repetitivo se encuentren dispersos formando parte
de otras secuencias. Las secuencias tipo II podrían, al menos en parte, exhibir una distribución
dispersa y las tipo III podrían encontrarse parcialmente en tándem y también dispersas en el
ADN genómico.
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5.2.2. Origen y Evolución
La existencia de repeticiones directas en las secuencias de un ADN satélite es un fenómeno
común (Sineer. 1982) y su presencia puede estar relacionada con el origen del mismo (Hörz &
Altenbureer, 1981). Se han descrito algunos ADN satélites en ratones (Hörz & Altenburger.
1981; Sineer, 1982) y peces (Wright, 1989; Garrido-Ramos et al., 1995), cuyas unidades
monoméricas actuales se han originado a partir de ciclos de amplificación y divergencia de una
secuencia ancestral de 9pb. La existencia de una repetición corta en una secuencia monomerica
de un ADN satélite, que se repite de forma directa de 3 a 4 veces y en las mismas posiciones.
sugiere que la unidad monomérica actual se ha originado a partir de la amplificación de dicho
motivo o de una secuencia que lo contenía. La amplificación puede haber ocurrido a través de
mecanismos como la duplicación en tándem o posiblemente mediante la replicación slippage
(Levinson & Gutman, 1987).
El análisis de estos tres tipos de secuencias ha revelado la existencia de repeticiones
directas e inversas en todas las especies analizadas, incluyendo P. canaliculus (FIGURAS 12 a 17).
En las tipo I se observan diferentes repeticiones directas de 6-7 nucleótidos (FIGURA 18), estando
las repeticiones 1 a 4 presentes en todas las especies, excepto en M caliibrnianus la cual tiene
otras repeticiones diferentes (FIGURA 15). Las secuencias tipo II presentan repeticiones directas
de 5-7 nucleótidos, aunque únicamente la repetición 1 se encuentra en todas las especies (FIGURA
21). La repetición 2 se observa en todas excepto en M galloprovincialis, y la repetición 4
también está presente en todas excepto en M californianus. En las secuencias tipo III, las
repeticiones directas son de 6-7 nucleótidos y únicamente la repetición directa 4 se encuentra en
todas las especies (FIGURA 24).
En los tres tipos de ADN satélite Apa I se observan diferentes repeticiones directas cortas,
localizadas en las mismas posiciones y distribuidas a lo largo de toda la secuencia en la que se
encuentran repetidas dos veces. Sin embargo, la comparación entre todas las unidades
monoméricas no revela la existencia de una región particular de similitud significativa que
pudiese representar un potencial motivo ancestral.
Las repeticiones inversas parecen intervenir tanto en procesos de amplificación del ADN
(Oshima et al., 1992), como en procesos de formación de estructuras secundarias (Bianchi et al.,
1989). Las repeticiones inversas largas y las secuencias palindrómicas tienen capacidad de
formar estructuras secundarias de tipo cruciforme, como estructuras en horquilla (hairpin),
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cuando las repeticiones inversas son adyacentes, o estructuras de tallo-bucle (stein loop). si están
separadas (Lewin, 2000). Por otro lado, las repeticiones inversas no adyacentes parecen estar
relacionadas con la amplificación del ADN satélite (Oshima et al.. 1992). Como ya hemos
mencionado, se han observado varias repeticiones inversas en los tres tipos de ADN satélite
(FIGURAS 12 a 16), las cuales se caracterizan por ser cortas (5-7 nucleótidos) y poco
significativas. En el satélite tipo I sólo la repetición inversa 1 está presente en todas las especies
analizadas y se encuentra tres veces repetida en las consenso de M. edulis. Al. chilensis v Al.
trossulus. En las tipo II, también se observan varias repeticiones inversas a lo largo de la
secuencia pero sólo la inversión 1 está presente en todas las especies analizadas. Finalmente, en 	 •
las tipo III las inversiones 1 y 3 se encuentran presentes en todas las especies. Por otro lado, estas
repeticiones también se han detectado en P. canaliculus, existiendo una nueva repetición inversa
(inversión 7) que se encuentra tres veces en la secuencia tipo I. De todas las repeticiones
invertidas observadas en los tres tipos de secuencias analizadas, algunas de ellas muestran
capacidad potencial para formar estructuras secundarias tipo horquilla y de tallo-bucle. tal y
como observó Ruíz-Lara (1993).
Por otro lado, se cree que las repeticiones directas se generan mediante la duplicación de
sitios diana durante la inserción de elementos transponibles (Kleckner, 1981), de manera que su
presencia puede sugerir la implicación de la transposición en la amplificación de estas
repeticiones. Las regiones de simplicidad críptica, que son una característica general de los ADN
satélites y se cree que son responsables de la amplificación y divergencia de los arrays, están
ausentes en nuestras secuencias. Una pérdida similar de subestructuras internas también se ha
encontrado en las repeticiones de otras especies (Denovan & Wright. 1990) , incluyendo los
moluscos M edulis (Ruíz-Lara et al., 1992) y C. gigas (Clabby et al., 1996).
Estos tres tipos de ADN satélite contienen secuencias de gran semejanza con las cajas A y
B que constituyen el promotor interno partido de los genes para el ARNt así como de sus
pseudogenes procesados (FIGURAS 18, 21 y 24). El grado de homología encontrado entre las
secuencias tipo I y tipo III y las cajas A y B mencionadas es, en general, del 63.6%, aunque
superior con la caja B que con la A. En las secuencias tipo lilas homologías son más variables
siendo del 45.5% con la caja A y del 81.8% con la B. La separación entre los tramos de
secuencias homólogas a dichas cajas observados en los tres tipos de secuencias está dentro del
rango descrito, el cual oscila entre 25 a 60pb (Singer & Berg, 1991). Todas las características
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observadas en estos tres tipos de secuencias podrían indicar que en la amplificación de éstas
estuviesen implicados mecanismos de transposición.
Diversos estudios sobre secuencias repetitivas en diferentes especies han mostrado una
elevada homogeneidad intraespecífica con respecto a la secuencia nucleotídica y longitud entre
todas las copias de una familia de ADN altamente repetido. Al cuantificar la variabilidad
intraespecífica de los tres tipos de ADN satélite en las cinco especies analizadas, se observa un
elevado grado de homología entre las distintas unidades monoméricas dentro de cada especie. En
la TABLA XXIV se muestra la variabilidad intraespecífica para cada especie, medida como
diversidad nucleotídica, de los tres tipos de ADN satélite Apa I. En las secuencias tipo I y tipo II.
la variación media en las cinco especies analizadas es, aproximadamente. del 5%. Sin embargo.
los valores más altos de variabilidad intraespecífica, llegando a ser de alrededor del 8%. se
detectan en las secuencias tipo III para las especies M chilensis. M. galloprovincialis y M.
californianus. En general, estos valores son semejantes a los observados en M. edulis (Ruíz-Lara
et al., 1992) y en Adamussium colbecki (Canapa et al., 2000), cuya variabilidad está en torno al
5%; así como los observados en otros ADN satélites que muestran valores de variabilidad
intraespecífica muy bajos, como es el caso del ADN satélite de Drosophila melanogaster (Hsieh
& Brutlag, 1979) con un 3.6% de variabilidad, de los ADN satélites de tenébridos con niveles de
variabilidad por debajo del 3% (Ugarkovic et al., 1995; Pons et al., 1997) o del ADN satélite de
Apis mellifera con una variabilidad del 1.4% (Tares et al., 1993). Sin embargo. nuestros datos
contrastan con los elevados niveles de variabilidad intraespecífica observados en otros ADN
satélites, como el de la ostra Crassostrea gigas, cuyos monómeros difieren en su secuencia hasta
un 21% (Clabby et al., 1996) o el de la mosca tse-tse con una variabilidad de hasta un 30%
(Trick & Dover, 1984).
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TABLA XXIV
Diversidad nucleotídica de los tres tipos de secuencias ADN satélite Apa I
en cinco especies de mejillón
VARIABILIDAD INTRAESPECIFICA
SATÉLITE 1 SATÉLITE II SATÉLITE III
M edulis 0.021 0.038 0
M chilensis 0.042 0.051 0.083
M galloprovincialis 0.038 0.068 0.070
M trossulus 0.026 0.026 0.021
M californianus 0.055 - 0.087
La divergencia interespecífica para los tres tipos de ADN satélite Apa I se muestra en las
TABLAS XXV y XXVI. En las secuencias tipo I, M californianus presentan un grado de
divergencia bastante elevado (0.628) con respecto a las demás especies. Sin embargo, la
divergencia en el resto de especies varía entre 0.024 y 0.065. En las tipo II, los mayores valores
de divergencia también los muestra M californianus con respecto a las demás especies, aunque
son considerablemente menores que los observados en las tipo I. La divergencia entre las
especies restantes oscila entre 0.040 y 0.048, aunque M galloprovincialis presenta valores de
divergencia más elevados que en las tipo I (0.103). En las secuencias tipo III, la mayor
divergencia interespecífica se observa en M californianus, con un valor promedio del 0.148, y
en el resto de especies varía entre 0.050 y 0.075.
TABLA XXV
Diversidad nucleotídica de las secuencias tipo I y tipo II entre las diferentes especies de mejillón
SAT.I
SAT.11 M edulis M chilensis M galloprovincialis
M trossulus M californianus
M edulis - 0.056 0.052 0.024 0.628
M chilensis 0.045 - 0.047 0.063 0.629
M galloprovincialis 0.105 0.108 - 0.065 0.632
M trossulus 0.040 0.048 0.097 - 0.624
M californianus 0.238 0.229 0.268 0.238 -
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TABLA XXVI
Diversidad nucleotídica de las secuencias tipo III entre las diferentes especies de mejillón
SAT. 111 M. edulis M chilensis M galloprovincialis M. trossolos M. californianos
. M. edulis - 0.062 0.056 0.050 0.133
M. chilensis - 0.075 0.067 0.162
M. galloprovincialis - 0.067 0.159
M. trossulus - 0. 1 39
M. californianos -
La comparación de la variabilidad intraespecífica (TABLA XXIV) con la divergencia
interespecífica (TABLAS XXV y XXVI) para los tres tipos de ADN satélite Apa 1, demuestra que
dichas secuencias evolucionan de manera concertada, ya que en general la primera es menor que
la segunda. Sin embargo, existen dos excepciones, las secuencias tipo III de M chilensis y de M
galloprovincialis, en las que la variabilidad intraespecífica es mayor que la divergencia
interespecífica. Esto se explica si se tiene en cuenta que los sitios variables en los monómeros de
una especie pueden ser sitios en estado de transición en el proceso de fijación de los mismos. Por
lo que al no estar totalmente homogeneizados y fijados en cada especie, posiblemente no se ven
reflejados en la secuencia consenso y, por tanto, no serán analizados como sitios variables entre
las dos especies que se comparan, dando lugar a una menor divergencia interespecífica.
En la comparación de todos los clones secuenciados para el satélite tipo 1 se observa una
divergencia elevada de los pertenecientes a M californianus con respecto al resto de especies,
incluso mayor que la de P. canaliculus, debido a la presencia de alrededor de 100 sitios variables
(TABLA XII). En el resto de los clones analizados para este tipo de secuencias, el 93.9% de las
diferencias son debidas a sustituciones nucleotídicas, mientras que las demás son cambios por
inserción de 1 nucleótido. Dichas sustituciones muestran tendencia a acumularse en ciertas
posiciones o regiones específicas de las secuencias. Así, muchas de las posiciones con múltiples
variantes tienden a encontrarse en tramos cortos de 12 nucleótidos (posiciones 71 a 82 y 131 a
143) o en las posiciones 103 y 119 (FIGURA 18). Los patrones de sustitución nucleotídica a nivel
intraespecífico varían según la especie, oscilando entre una relación transiciones/transversiones
(ns/nt) de 1.67 en M trossulus y de 0.29 en M chdensis y M californianus. Por lo que respecta a
M edulis y M. galloprovincialis los valores de este coeficiente indican que las transiciones son
más frecuentes que las transversiones. En cuanto a la relación ns/nt a nivel interespecífico, en
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general, se observan valores mayores de 1, excepto en el caso de Al. calOrnianos. cuyos
coeficientes varían entre 0.80 y 0.92 respecto al resto de clones (TABLA XII).
Análogamente, las distancias de Kimura estimadas para las secuencias tipo I entre clones
de una misma especie son generalmente menores que entre clones de distintas especies, siendo
los más próximos los de M edulis y M trossulus y los más alejados los de M californianos con
respecto al resto (TABLA XIII). Las diferencias observadas entre las secuencias de Al.
californianos y el resto de especies, se visualizan de una forma más clara en los árboles
filogenéticos de las FIGURAS 19 y 20. Ambos métodos de inferencia agrupan las secuencias
monoméricas de M californianos en un cluster soportado por un valor de bootstrap muy
elevado, mientras que el resto de especies se agrupan de diferente forma. Así, en el árbol
Neighbor-Joining (FIGURA 19) se observa una relación más directa entre los clones de Al. edulis
y Al. trossulus por un lado y los de Al galloprovincialis y los de Al chilensis por otro. Estas dos
últimas especies están en un único cluster en el árbol de máxima parsimonia (FIGURA 20),
aunque el valor de bootstrap es menor de 500.
En el satélite tipo II, las sustituciones nucleotídicas son las desviaciones predominantes
(86.1%), mientras que las inserciones y deleciones resultan escasas (8.3% y 5.6%,
respectivamente). Al igual que en las secuencias tipo I, en las tipo lilas sustituciones múltiples
parecen agruparse en ciertas zonas de la secuencia, encontrándose múltiples variantes entre las
posiciones 116 a 128 y 132 a 145, así como en las posiciones 32, 54 y 94. Esta afirmación
también es válida para las deleciones, las cuales se limitan a las posiciones 1, 81 y 141 (FIGURA
21). De todos los clones analizados para este tipo de secuencias, el de M califbrnianus es
también el más divergente presentando alrededor de 35 sitios variables con respecto a los demás
(TABLA XIV). La relación ns/nt tiene un valor intraespecífico que varía según la especie siendo
de 1.50 para M edulis, de 1.08 para M chilensis, de 0.84 para Al galloprovincialis, de 1.25 para
M trossulus y de 1.04 para Al californianos. El valor medio de dicha relación a nivel
interespecífico es de aproximadamente 1 entre todos los clones, exceptuando, de nuevo, el clon
de Al californianos cuya relación varía entre 0.64 y 0.86 (TABLA XIV).
Las distancias de Kimura estimadas para las secuencias tipo II son generalmente menores a
nivel intraespecífico que entre clones de distintas especies, siendo las más próximas las
pertenecientes a las especies M edulis. y Al trossulus y la más alejada la de Al californianos con
respecto al resto de especies. Estos resultados coinciden con lo observado en las secuencias tipo
I, aunque a diferencia de éstas las distancias entre los clones de M galloprovincialis y el resto de
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especies son mayores en las tipo II y, sin embargo, las distancias entre el clon de Al.
californianus con el resto de clones son menores que las obtenidas previamente para las tipo I
(TABLA XV). Sin embargo, las secuencias de una misma especie están más relacionadas que en
el caso de las tipo 1, como se puede observar en el árbol obtenido para este tipo de ADN satélite
aplicando el algoritmo Neighbor-Joining (FIGURA 22). Así, los clones de M. galloprovincialis
están agrupados en un cluster soportado por un valor de bootstrap muy elevado y los clones de
M edulis y M. trossulus en otro, si bien el valor de bootstrap para éste es menor de 500. El árbol
de máxima parsimonia (FiGuRA 23) muestra que los clones de M. galloprovincialis están
•	 agrupados en un cluster soportado por un nivel de confianza elevado; sin embargo, los clones de
M edulis, M chilensis y M trossulus no se agrupan en clusters perfectamente definidos
Al igual que en las secuencias anteriores, las mutaciones más frecuentes en el satélite tipo
III son las sustituciones nucleotídicas (92.1%), observándose también algunas deleciones. Sin
embargo, en este caso las sustituciones múltiples están esparcidas por toda la secuencia. no
encontrándose agrupadas en regiones específicas (FIGURA 24). Los clones de M. califbrnianus
también son los más divergentes con respecto al resto de especies, aunque el número de sitios
variables es de aproximadamente 26 (TABLA XVI). Para este tipo de secuencias la relación ns/nt
oscila entre 0.71 para M chilensis, 0.31 para M galloprovincialis y O para M trossulus. A nivel
interespecífico, dicha relación es en general menor que 1 y, a diferencia de los análisis
anteriores, no existen diferencias entre los coeficientes de los clones de M californianus con
respecto al resto (TABLA XVI).
En el caso de las secuencias tipo III, las distancias de Kimura entre clones de una misma
especie, en general, no son inferiores a las observadas a nivel interespecífico. Además, las
distancias entre los clones de M californianus y el resto de especies son menores que las
observadas tanto para las secuencias tipo I como para las tipo II (TABLA XVII). Al igual que en
los satélites anteriores, observamos que con ambos métodos de inferencia filogenética las
secuencias monoméricas de M californianus se encuentran en un cluster soportado por un valor
de bootstrap muy elevado, aunque el resto de especies se agrupan de distinta forma. Así, en el
árbol Neighbor-Joining obtenido para las secuencias tipo III (FIGURA 25) los clones de M
trossulus se localizan en un cluster cuyo valor de bootstrap es menor que en el caso anterior. El
resto de clones pertenecientes a M edulis, M. chilensis y M. galloprovincialis están agrupados en
clusters cuyos niveles de confianza son menores que en los análisis anteriores. Sin embargo, en
el árbol generado por el principio de máxima parsimonia (F !GURA 26) se pueden observar unos
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coeficientes de confianza elevados en los nodos que soportan los clusters de los clones de M.
californianus, M. edulis y M trossulus.
En general, en los tres tipos de secuencias satélite, algunas de las alteraciones observadas
parecen no ser aleatorias. La especificidad de reemplazamiento de bases en determinadas
regiones, sugiere que podría existir un mecanismo que estaría actuando sobre las secuencias, el
cual dirigiría las mutaciones a ciertas regiones predeterminadas. Así, los mismos cambios
nucleotídicos que se pueden encontrar en posiciones definidas en varios clones, probablemente
no son el resultado de sucesos mutacionales independientes, sino que se deben a procesos de
dispersión de nuevas variantes de la secuencia. En estudios previos, se ha sugerido que el
compartido de subconjuntos de mutaciones entre variantes de secuencias es consecuencia de
homogeneizaciones parciales promovidas por mecanismos de conversión génica (Drouin &
Dover, 1990). Algunas mutaciones en particular, aparecen limitadas a un mismo grupo de
variantes monoméricas, circunstancia que repercute en su homología recíproca y en la desviación
del resto de clones. En este sentido, Dover (1993) propuso que los episodios de conversión
génica afectan a regiones que contienen mutaciones agrupadas, ya sean de pocos pb o bien
extendiéndose a lo largo de varias kb.
Diversos estudios han sugerido que durante la evolución de los ADN satélites las
transiciones CaT y G a A son más frecuentes que las transiciones inversas, produciendo un
enriquecimiento en el contenido A+T de estas secuencias (Ugarkovic et al., 1989; Rojas-Rousse
et al., 1993). En este sentido, se sabe que aunque la posibilidad de cambio transicional (4 tipos
de sustituciones nucleotídicas) es mayor que la de cambio por transversión (8 tipos de
sustituciones distintas), la probabilidad de sustituciones por transición es mayor que la de
cambios por transversión (Nei, 1987), aumentando dicha probabilidad en secuencias no
codificantes (Li et al.. 1984). Un sesgo en el número de transiciones frente al de transversiones
(relación transiciones/transversiones próxima a 2) indica una divergencia reciente de los taxones
que se comparan, mientras que una relación transiciones/transversiones de 0.4 es indicativa de
secuencias cuyos niveles de sustitución están muy saturados, apuntando a una mayor divergencia
entre las especies que se comparan (Holmquist, 1983). La relación transiciones/transversiones
por lo general es más elevada para las secuencias tipo I, después para las tipo 11 y finalmente
para las tipo III. Estos valores podrían indicar una mayor antigüedad de las secuencias tipo III
con respecto a las tipo II y tipo I, siendo estas últimas las que presentan una divergencia reciente.
Sin embargo, esto contrasta en cierta medida con los resultados obtenidos mediante FISH, ya que
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según el modelo evolutivo de McGregor & Sessions (1986) la localización de un ADN satélite a
nivel intercalar en unos pocos cromosomas podría indicar que su origen es reciente y que los
mecanismos de expansión entre todos los cromosomas del cariotipo están en fase de progresión.
De acuerdo con este modelo. los ADN satélites más recientes estarían próximos al centrómero y
los más antiguos próximos a los telómeros; por lo que el satélite tipo I sería más reciente que el
tipo II.
Por otro lado, en Perna canaliculus hemos obtenido una fra gmento de 220pb (FIGURA
I 7D) al secuenciar el producto de amplificación resultante tras utilizar los primers diseñados
para el satélite tipo II de Mytilus. Dicha secuencia es rica en AT (65.8%) y contiene seis
repeticiones directas perfectas de 6 nucleótidos y tres repeticiones inversas de 5-8 nucleótidos.
Como se puede observar en la FIGURA 17D, la secuencia nucleotídica marcada en negrita
corresponde a los nucleótidos comprendidos entre las posiciones 32 y 161 de la unidad
monomérica tipo II, siendo el resto de la secuencia relativamente similar a las posiciones 32 a
143, por lo que podría haberse originado como una duplicación de los nucleótidos.
5.3. ANÁLISIS FILOGENÉTICO Y ORIGEN DEL GÉNERO Mytilus
El análisis de las relaciones filogenéticas de mejillón se realizó utilizando las secuencias
consenso de los tres tipos de ADN repetitivo de las seis especies analizadas. Sin embargo. los
datos de secuenciación del ADN satélite hay que manejarlos con precaución, conociendo y
teniendo en cuenta los mecanismos que intervienen en su evolución. Se puede inferir una
filogenia a partir de secuencias consenso, pero puede ocurrir que la divergencia entre dichas
secuencias sea menor que la variabilidad intraespecífica. Por otro lado, cuando se comparan
distintas unidades monoméricas de cada especie la existencia de sitios variables en una especie
(estados de transición), puede llevar a la paradoja de que secuencias monoméricas de dos
especies distintas presenten mayor identidad que cuando se comparan cada una con unidades de
la misma especie (Adegoke et al., 1993). Dado que la vida media de un ADN satélite supera la
vida media de una especie (Harding et al., 1992), puede ocurrir que la variabilidad exista ya en la
especie ancestral a las especies que se analizan. En este caso, si el tiempo que hace que
divergieron las especies que se comparan es relativamente reciente, o la homogeneización y
fijación de las variantes es un proceso relativamente lento, puede darse la paradoja mencionada.
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Así, las filogenias basadas en ADN satélite han de considerar no sólo las tasas de mutación, sino
también las de homogeneización y fijación, distinguiendo entre sitios en estado de transición y
sitios totalmente homogeneizados (Strachan eta!.. 1985; Gretarsdottir & Arnason, 1992; Laursen
et al., 1992).
Cuando se analizan las relaciones entre las distintas secuencias monoméricas de cada
especie, mediante métodos de inferencia filogenética, como el método del vecino más próximo y
el de máxima parsimonia, se obtienen topologías confusas que agrupan las secuencias de una
manera que no se corresponde con las especies que se comparan. Aunque por lo general. las
secuencias monoméricas de una misma especie aparecen más íntimamente relacionadas entre
ellas que con respecto a las demás especies, éstas no se localizan en un único cluster.
Como ya hemos mencionado, en los tres tipos de secuencias se observa una divergencia
elevada entre las de M californianus y el resto de especies de mejillón, incluso mayor que la de
P. canaliculus. Si bien dicha divergencia es más elevada en las secuencias tipo I y menor en las
tipo II y tipo III. Por el contrario, las distancias entre el resto de especies son mayores en las tipo
III que en las tipo II y las tipo I.
En las secuencias tipo I y tipo II el árbol generado por máxima parsimonia es el que
presenta mayores valores de bootstrap y en el caso de las tipo III ambos métodos de inferencia
generan árboles cuyos niveles de confianza muestran valores relativamente elevados. Por otro
lado, tanto si se comparan las consenso tipo I como las tipo II y con cualquiera de los métodos de
inferencia filogenética empleados (árboles filogenéticos de las FIGURAS 28 y 30), se aprecia que
las especies más emparentadas son M edulis y M trossulus. En la comparación de las secuencias
tipo III, ambos métodos de inferencia muestran una mayor proximidad entre las especies M.
edulis, M chilensis, M galloprovincialis y M trossulus.
La familia Mytilidae se cree que evolucionó hace 350 millones de años, en el Devónico
reciente, directamente de un linaje de la familia Modiolopsidae del Ordovícico (Soot-Ryen,
1955). En el Pérmico o Triásico reciente (hace aproximadamente 250 millones de años), fósiles
identificados como mitiliformes (Promytilus) y modioliformes (Volsellina) demarcaron la
divergencia de las subfamilias Mytilinae y Modiolinae (Newell, 1969). Dentro de la subfamilia
Mytilinae, se cree que las especies Mytilus like se han originado a partir del grupo Brachidontes
durante el Jurásico reciente (hace 155 millones de arios), en Panthalassa, y las especies de Perna
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en el Eoceno reciente (Cox et al., 1969). En particular la especie P. canaliculus se originó en el
Mioceno temprano-Oligoceno, hace aproximadamente 25-30 millones de arios (Fleming, 1979).
Los datos paleontológicos consideran a M. edulis la especie más ancestral dentro del
género, aunque existe cierta controversia sobre su origen, el cual se sitúa según Soot-Ryen
(1955) y Bernard (1983) entre el Plioceno-Mioceno, o según Cox et al. (1969) en el Plioceno.
Los análisis de las secuencias consenso de los tres tipos de ADN satélite permiten observar que
M californianus es la especie más divergente del género, y, aunque hemos enraizado los árboles
tomando como outgroup la especie P. canaliculus por pertenecer a otro género diferente, la
divergencia de M californianus con el resto de especies es incluso mayor que la observada entre
éstas y P. canaliculus. En el caso del satélite tipo III, en el que las secuencias han divergido mas
y los árboles presentan los mayores valores de bootstrap, las especies P. canaliculus y M.
californianus están perfectamente separadas del "complejo M edulis". Además, esta mayor
diferenciación de M californianus se hace patente en la imposibilidad de amplificar mediante
PCR las regiones PLIIa, CaMl, Glu-5' y NRPP debido a la elevada divergencia de estos
fragmentos génicos. Por todo ello, sugerimos que la especie más antigua, de las que actualmente
existen, sería. M californianus y no M edulis. En este sentido, Kenchington el al. (1995)
detectaron una mayor divergencia en la secuencia ADNr 18S de esta especie con respecto al
resto, sugieriendo que se originó hace aproximadamente 25 ó 45 millones de arios.
Por otro lado, los datos moleculares obtenidos por Kenchington et al. (1995) apoyan una
separación de las especies del género Mytilus a mediados del Terciario. Utilizando una tasa
evolutiva del 1% por 50 millones de años, tal y como se ha utilizado para los ARNr 16S, estos
autores sugieren que el "complejo M edulis" tendría entre 10 y 20 millones de arios, y
Geukensia (familia Modiolinae) divergiría de Mytilidae hace aproximadamente 150 millones de
arios. Sin embargo, las evidencias paleontológicas sitúan la divergencia de ambas subfamilias
mucho antes, en 250 millones de años. La recalibración del reloj molecular, basándose en los
datos de divergencia del ADNmt 16S, estima la tasa evolutiva en 0.6% por 50 millones de años,
comparable con la tasa observada en vertebrados (Ochman & Wilson, 1987). Dicha tasa sitúa el
origen del "complejo M edulis" en 33 millones de arios, en el Oligoceno tardío, lo cual es
anterior a los registros fósiles disponibles (Bernard, 1983).
Vermeij (1991) postuló que el "complejo M edulis" se originó en el Pacífico Norte durante
el Eoceno reciente y, basándose en los datos electroforéticos de Varvio et al. (1988), que la
especie ancestral es M trossulus, de la cual posteriormente deriva M. edulis y, a su vez, de ésta
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M galloprovincialis. Las especies M trossulus y M edulis invadieron el Atlántico Norte desde
el Pacifico ("invasión trans-Ártica") cuando el estrecho de Berim.,, se abrió, hace
aproximadamente 3.5 millones de arios, no divergiendo morfológicamente las poblaciones del
Atlántico y el Pacífico hasta el punto en el que la discriminación de especies es posible (Vermeij.
1991). Los resultados obtenidos en este trabajo mediante polimorfismos de marcadores nucleares
y secuencias ADN satélite, apoyan esta teoría ya que en general se observa un mayor
agrupamiento entre las especies M edulis, M chilensis y M galloprovincialis con respecto a M.
trossulus. Esto coincide con diversos estudios basados en datos moleculares del ADN 18S
(Geller et al., 1993; Kenchington et al.. 1995; Adamkewicz et al., 1997), y aunque a priori
contradicen los datos paleontológicos de la mayor antigüedad de M edulis, hay que tener en
cuenta que la enorme plasticidad de las características morfológicas de la concha dificulta la
diferenciación de las especies del "complejo M edulis", sobre todo en registros fósiles.
Se han descrito híbridos fértiles entre M trossulus-M edulis en áreas geográficas en las
que ambas especies cohabitan simpátricamente (Saavedra et al.. 1996; Comesaria et al.. 1999).
Sin embargo, a pesar de esto, ambas especies mantienen su integridad genética (Stewart et al..
1995), lo cual se debe a las diferencias morfológicas de los cromosomas (Martínez-Lage et al..
1997) que dificultan la aparición de híbridos. Nuestros resultados coinciden con el análisis del
ADNmt realizado por Rawson & Hilbish (1998), quienes encontraron que la población de M.
trossulus de la costa Oeste americana estaba muy separada de las otras poblaciones de mejillón
que analizaron.
La separación entre M edulis y M galloprovincialis no se podría haber producido hace 1-2
millones de arios, en el Pleistoceno, coincidiendo con la formación del Mar Mediterráneo como
postularon Barsotti & Meluzzi (1968). Hay que destacar que el Pleistoceno y el Plioceno reciente
se han caracterizado por la aparición de períodos de glaciación, con ciclos de 100000 años
aproximadamente. Por ello, si la divergencia entre M edulis, M galloprovincialis y M trossulus
es reciente (1-3.5 millones de años), durante los períodos de glaciación estas especies migrarían
hacia los trópicos por debajo de los límites de las banquisas, facilitando la coexistencia en un
mismo nicho ecológico y la hibridación entre ellas. Posteriormente, transcurrida la glaciación las
especies colonizarían las zonas templadas de ambos hemisferios. Así, si la última glaciación se
produjo aproximadamente hace 15000 arios, durante el estadio isotópico 2, la colonización de la
mayor parte de las poblaciones estudiadas se produciría desde esos momentos hasta la actualidad
y, en particular, la población del Mar Báltico hace aproximadamente 8000 años cuando el Lago
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Ancylus se abrió al mar. En este sentido, hay que tener en cuenta que durante dichos períodos el
margen de la banquisa se extendía hasta el borde de la cornisa Cantábrica, dejando una distancia
de unos 20m entre banquisa y costa, lo cual coincide exactamente con el área de distribución
descrita por Comesaria & Sanjuan (1997) para M galloprovincialis.
5.4. UTILIZACIÓN DE MARCADORES DE ADN EN LA IDENTIFICACIÓN DE
•	 ESPECIES COMERCIALES DE MEJILLÓN
El incremento de la producción mundial de moluscos bivalvos en diferentes países ha
producido una globalización del mercado. En el caso particular del mejillón, la normativa
europea únicamente permite comercializar con el nombre de "mejillón" las especies M. edulis y
M. galloprovincialis. Sin embargo, durante los últimos arios se ha constatado un incremento de
las importaciones de especies afines, de menor calidad y valor comercial, no incluidas en la
denominación comercial, como M chilensis, M trossulus y P. cunaliculus. Esta situación hace
necesario desarrollar técnicas analíticas que permitan una identificación clara de las especies que
se comercializan. El sector productor gallego demanda la diferenciación del mejillón de las rías
gallegas de los procedentes de otras regiones del mundo, con el fin de evitar el fraude en el
etiquetado de otros moluscos bajo la denominación "mejillón gallego". Por esta razón, en un
intento de seleccionar los marcadores genéticos que permitan caracterizar, identificar y evaluar
las especies que puedan ser comercializadas bajo el nombre común de "mejillón",
independientemente de su grado de manipulación, hemos analizado secuencias de copia única y
de ADN satélite en diferentes poblaciones utilizando diversas técnicas.
Los resultados obtenidos en este trabajo a partir de la amplificación de las regiones Glu-5'
y NRPP de la proteína polifenólica adhesiva del biso permiten diferenciar muestras de mejillones
frescos y los congelados. Sin embargo, cuando éstas se encuentran enlatados o precocinados, los
procesos de elaboración y esterilización del producto implican una degradación del ADN que
impide utilizar estas amplificaciones en la diferenciación de especies. Como ya hemos citado
anteriormente, para el locus Glu-5' los individuos M edulis amplifican al menos un fragmento
de 350pb o de 380pb, los de M galloprovincialis de 300pb y los de M. trossulus de 240pb o de
550pb. Análogamente, el marcador NRPP permite diferenciar las tres especies, ya que los
individuos M edulis son homocigóticos para el alelo de 180pb, los de M galloprovincialis son
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homocigóticos para el de 168pb y los de M trossulus presentan el alelo de 126pb o el de 220pb.
En el caso de estos dos marcadores, las poblaciones de M chilensis no se pueden diferenciar de
M. galloprovincialis, debido a que los productos de amplificación son similares.
Por otro lado, se realizaron hibridaciones Southern blot con ADN genómico digerido con
diferentes endonucleasas, así como amplificaciones por PCR de los tres tipos de secuencias,
seguidas de la digestión con dichas enzimas. Los diferentes patrones de restricción obtenidos con
la endonucleasa Hae III en las hibridaciones Southern blot de las secuencias tipo I de diferentes
especies del G. Mytilus se deben a alteraciones puntuales en la secuencia de una unidad
monomérica, las cuales se ponen de manifiesto tanto por la pérdida como por la ganancia de la
diana de reconocimiento para dicha endonucleasa. Por otro lado, los patrones de bandas
intermedias se puede explicar como resultado de la aparición de dianas de restricción adicionales
debido a simples mutaciones puntuales en los monómeros satélite. Análogamente, la alteración
de la diana de restricción de dicho enzima explica los patrones de digestión parcial obtenidos en
las amplificaciones por PCR de este tipo de secuencias.
En las secuencias tipo I, las posiciones 103 y 119 presentan una elevada frecuencia de
mutación entre los clones de todas las especies, alterando una de las dianas de Aisp / y la diana
de Dra I, respectivamente. Esto explica el patrón obtenido en la población de Balcobo, así como
los obtenidos en las poblaciones de M edulis y M trossulus, al digerir completamente el ADN
genómico con Msp I e hibridar con el inserto de las secuencias tipo I. De igual forma, se explican
los patrones de digestión parcial obtenidos tras la digestión de los productos de PCR de este tipo
de secuencias en las distintas especies. La distribución en "escalera" obtenida en todas las
especies analizadas con Dra I también se produce por la alteración de la correspondiente diana.
En las secuencias tipo II, los clones secuenciados de M. galloprovincialis presentan una
frecuencia de mutación elevada en la diana de Dra I, y los clones de M edulis y M trossulus en
una de las dianas de Hae III (posición 160). Esto explica el patrón de digestión parcial y la
distribución en "escalera" obtenidos en todas las poblaciones analizadas al digerir
completamente el ADN genómico con las endonucleasas Hae III y Dra I, respectivamente, e
hibridar con el inserto de las secuencias tipo II. Igualmente se explican los patrones de digestión
parcial obtenidos tras la digestión de los productos de PCR de este tipo de secuencias en las
diferentes especies analizadas.
Discusión
Los clones de las secuencias tipo III de M edulis y M. trossulus presentan una frecuencia
de mutación elevada en la diana de Hae III (posición 166). Esto explica el patrón obtenido en las
diferentes especies al digerir completamente el ADN genómico con este enzima e hibridar con el
inserto de las secuencias tipo III. Análoeamente, se explican los patrones obtenidos tras la
digestión de los productos de PCR de este tipo de secuencias en las diferentes poblaciones.
Los patrones de restricción obtenidos con los tres tipos de ADN satélite, mediante
hibridación Southern blot y amplificación por PCR no nos permiten diferenciar las especies
analizadas. Inicialmente, en las hibridaciones con las secuencias tipo I de ADN digerido con Hae
III observamos dos patrones que nos permiten diferenciar las poblaciones de M edulis y M.
galloprovincialis de las de M chilensis y M trossulus. Sin embargo. al analizar un mayor
número de individuos de dichas poblaciones mediante la digestión del producto de PCR.
obtenemos una respuesta más heterogénea. En las restantes hibridaciones Southern blot hemos
observado el mismo patrón en todas las poblaciones analizadas. Análogamente, el análisis
realizado mediante PCR únicamente nos permite diferenciar la especie M galloprovincialis de
M. edulis, ya que la amplificación de las secuencias tipo I y la posterior digestión con la
endonucleasa Msp I produce un patrón de digestión total en la mayoría de los individuos M.
galloprovincialis, mientras que la respuesta más frecuente en el resto de especies analizadas es la
digestión parcial.
Finalmente, hemos aplicado y comprobado la fiabilidad de los marcadores seleccionados
en productos manufacturados y/o en conserva, con el objetivo de que puedan ser transferidos a
las industrias conserveras para su utilización rutinaria. Como ya se ha mencionado, el ADN
obtenido de dichos productos generalmente se encuentra degradado en fragmentos de bajo peso
molecular debido a los procesos a los que son sometidas las muestras, tales como la elaboración
y la esterilización del producto. Por ello, en estos casos las técnicas más adecuadas son aquellas
que utilizan el ADN satélite, debido a su elevado número de copia y a la longitud de la unidad
monomérica. La calidad del ADN de estas muestras, obtenido mediante el protocolo descrito en
el apartado 4.8 de Resultados. resultó aceptable para su utilización, tanto en la técnica de PCR
como de hibridación Dot blot.
Debido a las características de las secuencias utilizadas en este trabajo, de todas las
técnicas utilizadas la hibridación Dot blot resultó ser la más adecuada para diferenciar P.
canaliculus del resto de especies de mejillón. Una de las particularidades del método
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desarrollado en este trabajo es la detección de la serial mediante reacción colorimétrica. lo cual
nos permite visualizar los resultados en poco tiempo y con un coste relativamente bajo.
Así, en la FIGURA 44 se observa que los individuos analizados procedentes de las
conservas G y J. así como algunos de las conservas C y E, no pertenecen a ninguna de las dos
especies que la normativa europea de consumo permite comercializar con el nombre de
"mejillón". Posteriormente ; la amplificación de las secuencias tipo I y la digestión con la
endonucleasa Msp I de dichos productos de PCR, nos permite identificar que los mejillones de
las conservas D, F, H, I y K corresponden a M galloprovincialis, por lo que podrían etiquetar
sus conservas con la denominación "mejillón gallego".
6. CONCLUSIONES
••
I
Conclusiones
1. En las diez poblaciones analizadas pertenecientes al género Mytilus, el número de copia de la
proteína protamine-like esperma específica PLII varía entre 7 y 13 copias por genoma
haploide.
2. Las distancias genéticas obtenidas, mediante los marcadores nucleares analizados en este
trabajo, entre las poblaciones de P. Aguirre y las pertenecientes a las especies M edulis o M.
trossulus son similares a las obtenidas con marcadores alozímicos, y las distancias entre las
poblaciones de P. Aguirre y las de M galloprovincialis se asemejan a las observadas con
alozimas entre las poblaciones de M galloprovincialis del Atlántico y del Mediterráneo.
3. Las distancias genéticas obtenidas con marcadores nucleares entre la población de Öland I.
de Suecia y las poblaciones de M edulis son iguales a las obtenidas entre M edulis de las
costas europeas y de la costa atlántiça americana. Teniendo en cuenta la distinta morfología
cromosómica de los mejillones de Öland I y los resultados obtenidos a partir de este análisis,
podría sugerirse que la población de Öland I. pertenece a la especie M edulis.
4. Utilizando el marcador Glu-5' podemos diferenciar las especies del "complejo M edulis", ya
que las poblaciones de M edulis amplifican un fragmento de 350pb o uno de 380pb, las de
M galloprovincialis uno de 300pb y las de M trossulus uno de 240pb o uno de 550pb.
Igualmente, el marcador NRPP permite diferenciar dichas especies, debido a que los
individuos M edulis son homocigotos para el alelo de 180pb, los de M galloprovincialis
para el de 168pb y los de M trossulus presentan el alelo de 126 o el de 220pb.
5. Los tres tipos de secuencias ADN satélite Apa I están presentes en todas las especies
analizadas y se caracterizan por tener un elevado contenido A+T, el cual varía entre 55 y
65%. En general, la longitud de la unidad monomérica está muy conservada, siendo de 173pb
en las secuencias tipo I, 161pb en las de tipo II y 167pb en las de tipo III. Estos ADN satélites
constituyen el 0.60%, el 1.30% y el 0.018% del genoma de las especies del "complejo M.
edulis". En M californianus constituyen el 0.10%, el 0.85% y el 0.11%. Los análisis para
determinar el número de copia en P. canaliculus indican que estos tres tipos de secuencias
constituyen una fracción muy pequeña de su genoma, encontrándose presentes en un número
inferior a 10 copias.
6. En cuanto a la distribución y localización cromosómica, las secuencias ADN satélite tipo I se
encuentran organizadas en tándem y distribuidas en, al menos, nueve clusters diferentes,
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localizándose a nivel intercalar y en algunos casos en regiones próximas a los telómeros. Las
secuencias tipo II se encuentran organizadas en tándem y en clusters distribuidos de forma
aleatoria por todos los cromosomas del complemento. Las secuencias tipo III se localizan en.
al menos, tres pares cromosómicos en regiones próximas a los telómeros.
7. La comparación de la variabilidad intraespecífica con la divergencia interespecífica de los
tres tipos de secuencias ADN satélite indica que éstas evolucionan de manera concertada. El
hecho de que las mismas sustituciones aparezcan frecuentemente en las mismas posiciones en
diferentes clones, sugiere un proceso de esparcimiento de las variantes monomericas frente a
series de sucesos mutacionales independientes. Por otro lado, el patrón de mutaciones
agrupadas observado en las secuencias tipo I y tipo II puede ser consecuencia de
homogenizaciones parciales debido a mecanismos de conversión génica.
8. Los valores de la relación transiciones/transversiones en las especies del género Mytilus,
indican una mayor antigüedad de las secuencias tipo III con respecto a las tipo II y tipo I,
siendo éstas últimas las que muestran una divergencia más reciente. El origen de estas
secuencias es anterior a la separación de los géneros Mytilus y Perna, hace aproximadamente
155 millones de años, degenerando éstas en ADN satélite en el género Mytilus.
9. Las relaciones establecidas mediante la estimación de distancias y la aplicación de métodos
de inferecia filogenética entre los clones de los tres tipos de ADN satélite, reflejan que la
especie M californianus es la más divergente, siendo las menos divergentes M chilensis y
M galloprovincialis.
10. El análisis realizado de las secuencias de copia única y de ADN satélite permite sugerir que
el mejillón azul de la población de P. Aguirre es una especie diferente dentro del "complejo
M edulis", denominada M chdensis.
11. La aplicación de la técnica de hibridación Dot blot con las secuencias ADN satélite tipo II ha
resultado de gran utilidad y fiabilidad para diferenciar P. canaliculus de las especies
pertenecientes al género Mytilus. El análisis de los RFLPs, obtenidos tras la digestión de las
secuencias tipo I con la endonucleasa Msp I, permiten la diferenciación de stocks de
poblaciones de M galloprovincialis del resto de las especies analizadas.
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8.1. ABREVIATURAS
• anti-Dig-AP: anti-Digoxigenina-Fosfatasa alcalina.
• BCIP (X-fosfato): 5-bromo-4-cloro-3-indolyl-fosfato, 4-toluidine salt.
• CaM: calmodulina.
• CSPÐ®: Disodium 3-(4-methoxypiro {1, 2 -dioxitane-3, 2'-(5'-cloro) tricyclo [3. 3. 1. 117] decan }
-4-y1) fenyl fosfato).
• DU1: herencia doble uniparental.
• Glu-5': extremo 5 'del exon gigante de la proteína polifenólica adhesiva del biso.
• IPTG: isopropyl ß-D-thiogalacto-pyranoside.
• ITS: espaciador transcrito interno.
• m: pares cromosómicos metacéntricos.
• NBT: 4-Nitroblue tetrazolium chloride.
• NRPP: región no repetitiva de la proteína del pie 1.
• ns/nt: relación transiciones/transversiones.
• PHI-1: proteína protamine-like esperma-específica PLIII ó 91.
• Pi: número de sitios polimórficos.
• PL: protamine-like.
• sm: pares cromosómicos submetacéntricos.
• st: pares cromosómicos subtelocéntricos.
• X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3 indolyl-ß- D-galactopyranoside
Estudio molecular de secuencias de mejillón
8.2. SOLUCIONES UTILIZADAS
Extracción de ADN genómico
• PBS: 140mM NaC1, 2.7mM KC1, 10mM Na7HPO 4, 1.8mM KI-I,PO4.
• Tampón de lisis: 10mM Tris, 100mM EDTA, 400mM NaC1, 0.75% SDS.
• Solución NaCI saturada: 40g NaC1 en 100m1 de agua bidestilada.
• 1xTE pH 8.0: 10mM Tris-C1H pH 8.0, 1mM EDTA.
Extracción de ADN plasmidico
• Medio LB: 10mg/m1 de Triptona, 5mg/m1 de Levadura, 10mg/m1 de NaCI.
• Tampón glucosa: 50mM glucosa, 10mM EDTA, 25mM Tris-C1H pH 8.0. Guardar a 4°C.
• Tampón de lisis: 0.2N NaOH, 1% SDS.
• Solución acetato potásico: 3M acetato potásico pH 4.8, 2M ácido acético glacial.
Electroforesis y cuantificación de ADN
• TAE: 40mM Tris-acetato, 1mM EDTA pH 8.0.
• Tampón de carga 6x: 0.25% azul de bromofenol, 0.25% azul de xianol, 30% glicerol.
• ADN marcador III (Roche): tiene una concentración de 250 lag/ml. Procede del ADN del fago
digerido con EcoRI y Hind III y produce fragmentos de 125, 564, 831, 947, 1375, 1584, 1904, 2027,
3530, 4268, 4973, 5148 y 21226 pb.
• ADN marcador XIII (Roche): consiste en 15 fragmentos de entre 100 y 1500pb, en múltiplos de
100pb, y un fragmento adicional de 2642pb. Las bandas de 500 y 1000pb son aproximadamente 2 ó 3
veces más intensas que el resto.
• ADN marcador XIV (Roche): consiste en 15 fragmentos de entre 50 y 750pb, en múltiplos de 50pb,
y un fragmento adicional de 2642pb. Las bandas de 250 y 500pb son aproximadamente 2 ó 3 veces
más intensas que el resto.
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• ADN marcador VIII marcado con digoxigenina (Roche): es una mezcla de ADN de pUCBM2 I
di gerido con Hpa II y ADN de pUCBM21 digerido con Dra 1 y Hind III , que produce los fragmentos
de 19, 26. 34, 34. 37. 67, 110, 124 , 147, 190. 242, 320, 404, 489. 501. 692. 900 y 1 114 pb.
Hibridación Southern y Dot blot
• 10xSSC, 2xSSC y 0.1xSSC: se preparan a partir de una solución stock 20xSSC; 3M CINa. 0.3M
citrato sódico.
▪ • Solución de prehibridación: 5xSSC, 0.02% SDS, 0.01% LSS, 0.3% Blocking de Roche.
• Solución de hibridación: 5xSSC, 0.02% SDS, 0.01% LSS, 0.3% Blocking de Roche, 25ng/m1 de
sonda marcada con digoxigenina.
• Tampón de ácido maleico: 0.1M ácido maleico, 0.15M CINa, ajustar a pH 7.5 con NaOH.
• Tampón de lavado 1: 2xSSC, 1% SDS.
• Tampón de lavado 2: 1xSSC, 1% SDS.
• Tampón de lavado 3: 0.2xSSC, 1% SDS.
• Tampón de lavado 4: Tween 20 al 0.3% en tampón de ácido maleico.
• Tampón de lavado 5: 0.2M NaOH, 0.1% SDS.
• Tampón bloqueante: Blocking de Roche 1% en tampón de ácido maleico.
• Tampón de detección: 0.IM Tris-CIH pH 9.5, 0.1M CINa, 50 mM MgC12.
Hibridación in situ fluorescente
• Solución de pepsina: pepsina al 10% en 100nM CIH.
• PBS: 140mM NaCI, 2.7mM KC1, 10mM Na 2 HPO4 , 1.8mM KH2PO4.
• Solución de formaldehido: Formaldehido al 10%, 50mM MgC1 2 en PBS.
• Solución de formamida: Formam ida al 20%, 0.2xSSC pH 7.0.
• TNT: 1M Tris-CIH/ 1.5mM CINa pH 7.5, 10% Tween 20.
• TNB: 0.1M Tris-C1H/ 0.15M CINa, 0.5% Blocking de Roche.
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